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Durante los últimos cincuenta años, la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la 
Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO), se han 
centrado en estimar la población mundial que sufre hambre o la llamada malnutrición 
proteicoenergética. Sin embargo, en la última década, la malnutrición debida a deficiencias 
en micronutrientes ha sido identificada como la principal causa de los numerosos 
problemas de salud existentes en los países subdesarrollados (Graham et al., 1999; 
Toenniessen, 2002). En estas zonas geográficas la fortificación de alimentos procesados, 
algo que en países desarrollados es una práctica habitual, no resulta ser una buena 
alternativa para combatir dichas carencias nutricionales. El limitado desarrollo de la 
industria alimentaria e infraestructuras de estos países serían las principales causas 
(Pfeiffer y McClafferty, 2007). Debido a ello, los estudios sobre el papel de los 
micronutrientes y de los compuestos funcionales en la salud humana, así como el potencial 
existente en los cultivos como factorías de los mismos ha experimentado un creciente 
interés entre la comunidad científica. Aunque todavía persisten las causas subyacentes a la 
mayoría de los problemas de nutrición (pobreza, ignorancia, enfermedad, inadecuado 
suministro de alimentos, ambientes insalubres, estrés social, etc.), el enfoque para tratar la 
malnutrición ha cambiado sustancialmente (Bouis et al., 2011). La relación entre dieta y 
salud, así como la biofortificación de cultivos son áreas activas de investigación (Welch y 
Graham, 2004; Hirschi, 2009). 
 Los vegetales son considerados como la fuente primaria de micronutrientes, tanto 
minerales como orgánicos, y durante las últimas décadas los esfuerzos para la mejora de 
los alimentos de origen vegetal han sido intensos, en especial en lo relativo a la mejora de 
las características agronómicas y a la optimización del contenido en micronutrientes. El 
consumo de frutos y vegetales frescos ha cobrado especial importancia, existiendo 
numerosos estudios al respecto, siendo referentes de un estado de vida saludable en los 
países desarrollados. Alimentos vegetales básicos, entre los que se encuentran los 
cereales y los tubérculos pueden tener un gran impacto para poblaciones de bajos 
recursos, cuya dieta se fundamenta principalmente en alimentos de bajo coste. Esto 
convierte a estos alimentos, y en especial a los cereales, en alimentos ideales para ser 
utilizados en estrategias de biofortificación (Bai et al., 2011). El trigo no solo representa una 
fuente importante de hidratos de carbono, y en menor medida de proteínas, sino que 
además contiene minerales, vitaminas y antioxidantes. Dentro de estos últimos se 
encuentran los pigmentos carotenoides. 




 Los pigmentos carotenoides, son moléculas de naturaleza lipofílica, responsables de 
las coloraciones amarilla, naranja y roja que presentan la mayoría de frutos y ciertos 
animales (Britton y Hornero-Méndez, 1997). Estos últimos no son capaces de sintetizarlos, 
por lo que deben adquirirlos a través de la dieta. Los carotenoides desempeñan en los 
vegetales su función básica como pigmentos colectores de luz en el aparato fotosintético, 
evitando el daño oxidativo, y participando finalmente de forma activa como antioxidantes en 
toda la planta. Fruto de la propiedad antioxidante, e independientemente de la actividad 
provitamina A que presentan algunos como -caroteno, se derivan funciones importantes 
para la salud humana, como es la prevención de ciertas enfermedades degenerativas, 
cáncer u otras dolencias relacionadas con el estrés oxidativo. Aunque los cereales 
presentan un contenido en carotenoides relativamente bajo, comparado con la mayoría de 
frutos y vegetales, el consumo diario de cereales y productos derivados por la mayoría de la 
población, los convierte en una fuente no despreciable de estos compuestos (Graham y 
Rosser, 2000). La mayoría de las variedades de cereales presenta como pigmento principal 
luteína y cantidades menores de zeaxanteno. Ambos pigmentos están cobrando especial 
atención por su distribución especifica en el tejido macular humano y su papel en la 
prevención de enfermedades oculares (Bone et al., 2000; Landrum y Bone, 2001), siendo 
posible modular los niveles de éstos a través de su incorporación a partir de alimentos o de 
suplementos nutrifarmacéuticos (Schalch et al., 2007). 
 En el proceso de biofortificación en carotenoides de los cultivos, ya sea mediada por 
mejora vegetal clásica o asistida por ingeniería genética, un paso imprescindible es la 
caracterización exhaustiva del perfil carotenoide existente en el vegetal. Este conocimiento 
facilita la exploración del metabolismo de los mismos, siendo este aspecto finalmente lo 
que se persigue. Los estudios dirigidos a mejorar la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de 
carotenoides en cereales se beneficiarán, sin duda, del conocimiento así generado, 
facilitando la orientación y recomendaciones al consumidor sobre la adecuación de los 
hábitos de procesado y consumo de los alimentos básicos. Hasta la fecha, existen 
numerosos datos sobre composición cualitativa y cuantitativa de carotenoides en frutos y 
vegetales, pero muy pocos con respecto a los cereales, siendo necesario realizar estudios 
que permitan la caracterización de dicho perfil carotenoide en este tipo de alimentos.  
El perfil, tanto cualitativo como cuantitativo, de pigmentos carotenoides presentes en 
los alimentos se modifica durante el almacenamiento y procesado, doméstico o industrial, 
de los mismos. La evaluación de dichos cambios es un área habitual de estudio en 
tecnología de alimentos, posibilitando estimar las condiciones óptimas para la preservación 
de estos fitoquímicos, impulsado tanto por sus propiedades nutricionales como por las 
aplicaciones derivadas de su naturaleza como responsables del color de los alimentos. 




Estudios comparativos entre variedades de cereales ampliamente comercializadas y 
cereales mejorados, nuevos en el mercado, como tritordeum pueden resultar de interés 
desde ambos puntos de vista, proporcionando datos sobre la viabilidad y repercusión de la 
biofortificación en carotenoides de cereales. Los tratamientos térmicos y los que imprimen 
una homogenización a la matriz alimentaria sí como la composición de ésta son factores 
conocidos por implicar un efecto potenciador de la bioaccesibilidad de los carotenoides, ya 
que se facilita la solubilización de éstos. En este contexto, alimentos como los cereales, 
que habitualmente se consumen procesados y no frescos, podrían presentar ventajas a 
tener en cuenta. 
 De manera análoga al procesado, otro factor desencadenante de los niveles 
desiguales de carotenoides presentes en cereales constituye la selección ejercida sobre 
éstos por el hombre. La comparación de los niveles de pigmentos entre trigo duro y 
harinero así lo indica. Éste último, fruto de una selección sistemática hacia harinas más 
blancas, ha ido perdiendo en gran medida el aporte en carotenoides original. En este 
sentido esta carencia podría revertirse por el consumo de cereales como tritordeum y sus 
derivados, pan y productos afines.  
 Por todo ello, el estudio del metabolismo y estabilidad de los pigmentos 
carotenoides en los cereales, junto con la obtención de cereales con un mayor contenido, y 
el establecimiento de las condiciones óptimas de almacenamiento son áreas de 
investigación que deben ser exploradas para erradicar la malnutrición que aún persiste en 
zonas empobrecidas del mundo.  
 

















































“Los cereales constituyen la fuente de nutrientes 
más importante de la humanidad. Históricamente 
están asociados al origen de la civilización y cultura 
de todos los pueblos. El hombre pudo pasar de 
nómada a sedentario cuando aprendió a cultivar los 
cereales y obtener de ellos una parte importante de 
su sustento. Cada cultura, cada civilización, cada 
zona geográfica del planeta, produce y consume 
unos tipos de cereales específicos creando toda una 
cultura gastronómica y de otros usos en torno a 
ellos.”  
 
2.1. Los cereales 
 
2.1.1. El trigo y resto de cereales. Alimentos básicos de la humanidad. 
El término Cereal deriva de Ceres, nombre latino para la diosa griega del pan y de la 
agricultura, Deméter. Los cereales han jugado un papel muy importante en la historia de las 
civilizaciones, constituyendo la base de la alimentación para la población mundial. Es por 
ello que han sido, y son, objeto de numerosas investigaciones y publicaciones. A 
continuación se describen los cereales más ampliamente utilizados por la humanidad 
(Figura 1), así como los usos que de éstos se hace. 
El término Trigo es empleado para designar al conjunto de cereales, tanto cultivados 
como silvestres, que conforman el género Triticum. Son plantas anuales de la familia de las 
gramíneas (Poaceae), ampliamente cultivadas en todo el mundo. La palabra trigo proviene 
del vocablo latino triticum, que significa ‘quebrado’, ‘triturado’ o ‘trillado’, haciendo 
referencia a la manipulación que se debe realizar para separar el grano de trigo de la 
cascarilla que lo recubre. Triticum significa, por lo tanto, el grano que es necesario trillar 
para poder ser consumido (Pallarés et al., 2007). El trigo es, junto al maíz y el arroz, uno de 
los tres cereales más ampliamente producidos globalmente, y desde la antigüedad el más 
consumido en occidente. El grano de trigo es utilizado para hacer harina, sémola y malta, 
así como una gran variedad de productos alimenticios derivados de estos, como pan, 
galletas, cerveza, whisky, pasta, cereales de desayuno, aperitivos, etc. (Mergoum et al., 
2009). El trigo se cultiva preferentemente para ser destinado al consumo humano, y en 
menor proporción para piensos de animales. En Europa el trigo constituyó la principal 
fuente de almidón para la fabricación de papel y cartón, hasta que se introdujo en el siglo 
XV el cultivo del maíz. 




El arroz (Oryza sativa) es posiblemente el cereal que se cultiva desde hace más 
tiempo junto con el trigo (10.000 años), ocupando casi el 10% de la superficie dedicada a 
cultivo. El arroz ha constituido a través de la historia uno de los alimentos más importantes 
en la dieta humana, y en la actualidad representa la base de la alimentación de dos tercios 
de la población mundial. No obstante, existe una gran diferencia entre el consumo de éste 
en los países en vías de desarrollo (104.7 kg/persona y año) y los países desarrollados 
(16.1 kg/persona y año) (Rosell et al., 2007). 
El maíz (Zea mays) constituye un cereal ancestral, cuyo origen es todavía objeto de 
debate (Brites et al., 2007a). Recientemente, se ha propuesto que el maíz actual deriva del 
teosintle (Zea mays sp. Parviglumis y Mexicana), una hierba nativa del Valle Central de 
México, de donde se difundió hacia el norte (Canadá) y hacia el sur (Argentina). Las 
evidencias más antiguas del maíz datan de hace aproximadamente 7.000 años de 
antigüedad, y fueron encontradas en el valle de Tehuacán (México). Una gran parte del 
área mundial sembrada con maíz es cosechada para ser consumido como mazorcas 
verdes o como alimento animal. El maíz es en la actualidad, el cereal con mayor producción 
mundial, 884 millones de toneladas en 2011 (FAOSTAT), superando al trigo y al arroz con 
704 y 723 millones de toneladas, respectivamente. 
La cebada (Hordeum vulgare) constituye otro de los cereales más ampliamente 
producido en el mundo, y al igual que el arroz y el trigo, uno de los primeros cultivos 
domesticados por el hombre. Se trata del cuarto cereal en la producción mundial detrás del 
maíz, el trigo y el arroz (FAOSTAT). El principal uso de este cultivo es la alimentación 
animal, tanto la semilla como la planta; mientras que para el consumo humano su principal 
destino es la producción de la malta para la elaboración de cerveza y whisky (Horsley et al., 
2009).  
El centeno (Secale cereale) es un cereal cuyo origen, al igual que para el trigo y 
cebada, se sitúa en el sudoeste asiático. Aunque la producción del centeno está distribuida 
por todo el mundo, ésta se concentra especialmente en Europa (89% de la producción 
mundial), alcanzando valores cercanos a las 15-18 millones de toneladas anuales. Una 
gran parte de la producción se destina a ensilaje y forraje para la alimentación animal, y el 
resto a la elaboración de pan (Brites et al., 2007b).  
 
 





Figura 1. Principales cereales domesticados y utilizados en agricultura. Trigo (Triticum spp.) (A), 
Arroz (Oryza sativa) (B), Maíz (Zea mays) (C), Cebada (Hordeum vulgare) (D), Centeno (Secale 
cereale) (E), Triticale (x Triticosecale Wittmack) (F). 
 
Un cereal interesante, y que debe ser mencionado en este apartado, es el 
denominado Triticale (x Triticosecale Wittmack), originado como el híbrido resultante entre 
el trigo y el centeno. Los primeros híbridos se obtuvieron en 1876, pero no se produjeron 
híbridos fértiles hasta aproximadamente un siglo después (Martín et al., 1999; Feuillet et al., 
2007). Con la aparición por tanto de los primeros híbridos fértiles, este cereal pasó de una 
mera curiosidad biológica a un cultivo comercial. Actualmente la producción mundial de 
triticale está en permanente aumento, superando los 13 millones de toneladas en 2011 
(FAOSTAT). Al igual que el centeno, gran parte de la producción de triticale se destina a la 
alimentación animal (Brites et al., 2007b).  
Existen otros cereales de menor importancia (Figura 2), como la avena (Avena 
sativa), sorgo (Sorghum bicolor) y mijo (Panicum miliaceum). Estos cereales ocupan a nivel 
mundial el 13,9% de la superficie de cultivo (6.7%, 5.4% y 1.8%, respectivamente), 
alcanzando el 5.3% de la producción total (2.7%, 1.4% y 1.2%, respectivamente). Sorgo y 
mijo han sido, desde la antigüedad, alimentos básicos en zonas tropicales semiáridas de 
Asia y África. En la actualidad forman parte de alimentos y bebidas no tradicionales y 
novedosas (gachas instantáneas, bebidas malteadas y cervezas), y su utilización creciente 
como grano entero en la fabricación de productos saludables proporciona valor añadido a 
estos cereales menores. Al tratarse de cereales libres de gluten se están utilizando 
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ampliamente en formulaciones de alimentos destinados a personas celiacas. Con respecto 
a la avena, en un principio fue un cereal poco aceptado, pero recientemente ha 










Figura 2. Cereales de menor importancia en cuanto a su producción. Avena (Avena sativa) (A), sorgo 
(Sorghum bicolor) (B) y mijo (Panicum miliaceum) (C). 
 
Por último, y no por ello menos importante, en esta introducción general debemos 
destacar un último y novedoso cereal, y que es objeto de estudio en la presente tesis, 
Tritordeum, (Figura 3). Se trata de un cereal obtenido a través del cruce entre una cebada 
silvestre (Hordeum chilense) de genoma diploide (HchHch), y trigos diploides y poliploides 
(Martín y Chapman, 1977). Los primeros híbridos fértiles, y con características óptimas para 
convertirse en un posible cultivo, no se obtuvieron hasta los cruces de H. chilense con T. 
turgidum (trigo duro, tetraploide, de dotación genómica AABB), produciéndose así los 
denominados Tritordeum hexaploides (2n=6x=42, HchHchAABB) los cuales mostraban una 
baja frecuencia de aneuploides, una amplia variación en la tasa de crecimiento y un grado 
óptimo de fertilidad (Martín y Sánchez-Monge Laguna, 1982). Actualmente tritordeum está 
siendo sometido a un intenso programa de mejora desarrollado en el Instituto de Agricultura 
Sostenible (CSIC) en Córdoba, para optimizar su uso como un nuevo cereal y su 
incorporación a la formulación de alimentos funcionales. Sus zonas de cultivo se 
concentran en España (Andalucía, Castilla y Cataluña), sur de Italia y sur de Portugal. En 
2008 fue registrada, con el nombre Aucán, la primera línea de tritordeum en el European 
Community Plant Variety Registration (CPVO), estando otras líneas avanzadas en sus 
últimas fases de desarrollo y evaluación. Como resultado de estos esfuerzos, a principios 
de 2013, la empresa española Agrasys (www.agrasys.es) ha comenzado la 
comercialización de harinas de tritordeum bajo la marca Vivagran®. 
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Figura 3. Espiga de tritordeum (H. chilense x T. turgidum conv. Durum). (Fotografía: Antonio Martín). 
 
2.1.1.1. Historia, origen y filogenética. 
El trigo tiene sus orígenes en la antigua Mesopotamia (Figura 4) actualmente 
comprendiendo la zona de Oriente Próximo. Las primeras evidencias paleoarqueológicas 
localizan el cultivo del trigo en Siria, Jordania, Turquía e Iraq. Existen hallazgos de granos 
de trigo almidonero (Triticum dicoccoides) y huellas de granos en barro cocido en Jarmo 
(Iraq septentrional), datados en torno al año 6.700 a.C. Hace unos 10.000 años, el trigo 
silvestre experimentó una serie de eventos de hibridación natural, dando como resultado 
una planta con semillas más grandes y difícilmente diseminadas por el viento. El éxito de 
este vegetal en estado salvaje habría sido limitado, siendo la domesticación por iniciativa 
de los seres humanos como fuente de alimento la que posibilitó el mismo provocando una 
auténtica revolución agrícola en el denominado Creciente Fértil (región histórica que 
abarcaba parte de los territorios del Antiguo Egipto, el Levante mediterráneo y 
Mesopotamia). El asentamiento de las poblaciones humanas en torno a la Agricultura, 
condujo a la domesticación de algunos animales, como la oveja y la cabra, y con ello la 
formación de comunidades humanas más complejas. La agricultura y la ganadería 
nacientes exigían un cuidado continuo, lo que generó una conciencia acerca del tiempo y 
las estaciones, obligando a estas pequeñas sociedades a guardar provisiones para las 
épocas menos generosas, y la simiente para el siguiente año. La posibilidad de poder 
almacenar los granos de trigo durante largas temporadas impulsó su uso agrícola como 
fuente de alimento (Feuillet et al., 2007). Las semillas de trigo fueron inicialmente cultivadas 




en el valle del Nilo por la civilización del antiguo Egipto, y de allí pasó a las civilizaciones 
griega y romana.  
La molienda del trigo y otros cereales, es decir, la transformación del grano en 
harina, es un proceso más antiguo que la propia agricultura y supone una parte importante 
de su historia. Los primeros humanos recolectaban los granos de trigo, y otros cereales, y 
los trituraban con piedras que hacían las veces de morteros. Posteriormente, en Grecia 
(500 a.C.), se mejoró el sistema con el desarrollo de la piedras de moler o molinos, 
consistentes en dispositivos en los que dos piedras planas superpuestas giraban una sobre 
la otra triturando los granos que se colocaban entre las mismas. Desde entonces, se ha 
aprovechado el movimiento circular para hacer más eficiente la molienda de los cereales, 
utilizando la fuerza motriz generada por animales, personas, agua, viento, vapor y más 
modernamente la electricidad (Pallarés et al., 2007). La Figura 5 muestra algunos de los 
dispositivos de molienda anteriormente mencionados. 
 
 
Figura 4. La domesticación de los cereales. La zona verde sobre el mapa muestra la región del 
Oriente Próximo (Israel, Jordania, Turquía, Siria, Irán e Iraq), conocido como el Creciente Fértil 
donde se encontraron los primeros hallazgos arqueológicos del cultivo del trigo (Feuillet et al., 2007).  




    
Figura 5. Utensilios y dispositivos usados para moler las semillas de cereales a lo largo de la historia. 
 
 Los procesos a través de los cuales las plantas silvestres han evolucionado hasta 
convertirse en domesticadas pueden ser clasificados en tres categorías principales: 
variación mendeliana, hibridación interespecífica y la poliploidía. Un ejemplo clásico es el 
caso del trigo, cuya domesticación se realizó en base a dos criterios; la selección de 
plantas que mostraban un menor grado de fragilidad de las espigas y la de aquellas que 
tenían un mayor tamaño de grano. Además, hubo un tercer carácter de selección menos 
evidente, que fue el utilizar aquellas plantas en las que el grano pudiera ser fácilmente 
separado de las glumas de modo que apareciera desnudo, tal y como nos lo encontramos 
en las especies actuales. Recientes estudios han mostrado que la alopoliploidía aceleró la 
evolución genómica del trigo de dos maneras, por un lado desencadenó cambios rápidos 
en el genoma a través de la generación de una serie de alteraciones epigenéticas y 
genéticas importantes, y por otro lado facilitó cambios genómicos esporádicos durante la 
vida de las especies, algo que no es alcanzable a nivel de diploidía. Sin embargo, este 
efecto se ha visto continuamente contrarrestado por la presión ejercida por el hombre 
mediante la domesticación, de modo que la evolución del trigo se ha caracterizado por una 
acumulación de divergencias de secuencias en las especies diploides seguida por 
convergencia vía alopoliploide (Golovnina et al., 2007). El trigo, por tanto, es producto de 
una serie de procesos de hibridación natural junto con una duplicación de cromosomas. 
Desde el punto de vista filogenético, las especies de trigo constituyen una serie 
clásica de poliploides que tienen como base una dotación de siete cromosomas (Akhunov 
et al., 2005). En 1753, Carl von Linneo propuso una primera clasificación de los trigos 
basándose en diferencias fisiológicas y morfológicas. Posteriormente, y como resultado de 
los trabajos en citogenética de Sakamura en 1918, apareció una nueva clasificación que 
atendía al número de cromosomas presentes en cada tipo morfológico previamente 
reconocido. Después de este descubrimiento básico, un gran número de botánicos y 
genéticos propusieron sus propias clasificaciones. Actualmente la más aceptada es la 
clasificación de Mac Key (Mac Key, 1988), debido a que es una de las que más respeta las 




reglas de la nomenclatura botánica y la única que otorga igual importancia a los criterios 
morfológicos, fisiológicos, citológicos, genéticos, bioquímicos y evolutivos. El esquema 
adjunto muestra la clasificación del género Triticum propuesta por Mac Key en 1988.  
 
Género Triticum L. (Clasificación propuesta por Mac Key, 1988). 
  Section Monococca Flaksb.  
   Triticum monococcum L. 
    subsp. monococcum 
    subsp. boeoticum (Boiss.) Á. Löve & D. Löve 
     var. aegilopoides (Link) MacKey 
     var. thaoudar (Reuter in Bourg. ex Hausskn.) Percival 
   Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan 
  Section Dicoccoidea Flaksb. 
Triticum turgidum L. 
    subsp. turgidum 
     var. turgidum 
     var. durum (Desf.) MacKey 
     var. turancium (Jakubz.) MacKey 
    var. polonicum (L.) MacKey 
    subsp. carthlicum (Nevski in Kom.) Á. Löve & D. Löve 
    subsp. dicoccum (Schrank ex Schüler) Thell. 
    subsp. georgicum (Dekapr. & Menabde) MacKey 
    subsp. dicoccoides (Körn. ex Asch. & Graebner) Thell. 
   Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. 
    subsp. timopheevii 
    subsp. armeniacum (Jakubz.) MacKey 
 Section Speltoidea Flaksb. 
   Triticum aestivum L. 
    subsp. aestivum 
    subsp. compactum (Host) MacKey 
    subsp. macha (Dekapr. & Menabde) MacKey 
    subsp. spelta (L.) Thell. 
    subsp. sphaerococcum (Percival) MacKey 
   Triticum zhukovskyi Menabde & Ericzjan  
 
 
En la historia evolutiva (Figura 6) del trigo cobran especial relevancia las especies: 
Triticum urartu (trigo Einkorn, con dotación genómica AA), Aegilops speltoides (pasto 
silvestre, con genoma SS el cual contribuyó al genoma B del trigo) y Aegilops tauschii 




(Goatgrass, con dotación genómica DD), ya que son respectivamente las fuentes diploides 
inmediatas o parientes más cercanos, portadores de los genomas A, B y D de los trigos 
poliploides (Dvorak et al., 1998; Akhunov et al., 2005). La primera sección en la 
clasificación del género Triticum está constituida por los trigos diploides, que presentan la 
dotación genómica más simple, genoma AA y 14 cromosomas. Este grupo se considera el 
más ancestral en la evolución del trigo. Existen dos líneas evolutivas de trigos diploides, 
portadoras de dos genomas A distintos, distinguiéndose el procedente de T. urartu 
(Tumanian ex Gandilyan, Einkorn wheat), y el genoma A de Triticum boeoticum (Boiss.), el 
cual se ha propuesto como el ancestro del genoma A de Triticum monococcum L. 
(Golovnina et al., 2007). 
 
 
Figura 6. Evolución durante la domesticación del trigo (Mangelsdorf, 
1953). 1. Trigo Einkorn, diploide con 14 cromosomas; 2. Pastos silvestres 
del género Aegilops; 3. Trigo Emmer, duro tetraploide con 28 
cromosomas. 4. Trigo comúnmente usado para elaborar pan, hexaploide 
con 42 cromosomas. 
 
Los trigos alotetraploides comprenden un conjunto de especies de dotación genética 
AABB y un total de 28 cromosomas. En este grupo destaca T. turgidum L. en el que 
podemos citar las siguientes subespecies: subsp. turgidum (trigo duro), subsp. carthlicum 
(Nevski in Kom.) Á. Löve & D. Löve, subsp. dicoccum (Schrank ex Schüler) Thell, subsp. 
georgicum (Dekapr. & Menabde) MacKey, y subsp. dicoccoides (Körn. ex Asch. & 
Graebner) Thell. La diferencia morfológica más notable en este grupo es la presencia y 




ausencia de glumas. Se considera que el primer paso en la evolución de los trigos 
cultivados fue la formación de T. turgidum subsp. dicoccoides (Schneider et al., 2008). 
Estos trigos tetraploides proceden de la hibridación de dos especies diploides silvestres, 
una probablemente cercana a A. speltoides Tausch. (genoma BB aunque generalmente es 
designado por SS) y T. urartu tumanian (trigo Einkorn, genoma AA), (Sarkar y Stebbins, 
1955; Akhunov et al., 2005; Jauhar, 2006; Petersen et al., 2006). Estas dos especies 
hibridaron hace aproximadamente medio millón de años y produjeron un híbrido tetraploide 









Figura 8. Espigas de Triticum urartu L. (A); Espigas de Aegilops speltoides. (B); Espigas de Aegilops 
tauschii (C). 
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El responsable del conjunto génico B sigue siendo dudoso a pesar de los 
numerosos estudios filogenéticos y el empleo de herramientas genéticas cada vez más 
precisas y sofisticadas (Sarkar y Stebbins, 1955; Liu et al., 2003a; Provan et al., 2004; 
Petersen et al., 2006; Golovnina et al., 2007; Wang et al., 2007; Schneider et al., 2008). 
Actualmente la hipótesis más aceptada considera el origen del genoma B del trigo de 
naturaleza polifilética, esta teoría está apoyada por estudios moleculares realizados con 
secuencias de ADN cromosómicas específicas no codificantes de baja copia (Liu et al., 
2003a; Golovnina et al., 2007).  
T. aestivum da nombre a la serie de trigos alohexaploides de dotación genómica 
AABBDD y 42 cromosomas. Comprende un número de subespecies, diferenciadas por un 
reducido grupo de genes principales (Dvorak et al., 1998). Al igual que los trigos 
tetraploides, existen dos grupos claramente diferenciados, aquellos que presentan glumas 
(grano cubierto), entre los que se pueden citar las subespecies: subsp. spelta (trigo 
espelta), subsp. macha, subsp. Vavilovii, y subsp. Yunnanense. Mientras que por otro lado, 
tenemos aquellos que presentan el grano desnudo, libre de trillar, entre los que destaca la 
subsp. aestivum (trigo harinero), subsp. compactum, subsp. sphearococcum (trigo 
arrocero), y subsp. tibetanum (trigo tibetano). Existen numerosas evidencias genéticas que 
indican que el origen de estos trigos se debe a eventos de hibridación entre los 
tretraploides T. turgidum subsp. dicoccoides, (trigo Emmer, forma domesticada, genoma 
AABB) y los diploides A. tauschii Coss. (genoma DD) (Dvorak et al., 1998; Akhunov et al., 
2005; Petersen et al., 2006). Sin embargo, a pesar de los estudios filogenéticos realizados, 
existe cierta controversia sobre la generación de ambos grupos y el orden de aparición. Así 
pues, los estudios de McFadden y Sears (1946) concluían que el trigo hexaploide espelta 
(Spelt) con glumas es ancestral a los trigos de grano desnudo. Por otro lado, una hipótesis 
alternativa a la de estos autores es que spelta fue derivado por hibridación introgresiva 
entre un trigo hexaploide de grano desnudo y T. turgidum subsp. dicoccum (Schrank) Thell. 
de grano cubierto. Entendiéndose por hibridación introgresiva una forma de hibridación 
interespecífica en la que tras la hibridación entre dos especies siguen retrocruzamientos 
sucesivos con una de las dos especies parentales. Jaaska (1978) concluía de estudios 
procedentes de análisis de aloenzimas en el genoma A, que el trigo spelta europeo podría 
haberse originado independientemente del Asiático. Así spelta europeo podría realmente 
haberse originado por hibridación introgresiva de T. aestivum con T. turgidum ssp. 
dicoccum, mientras que el asiático podría considerarse la forma ancestral de los trigos 
hexaploides. 




Como se indicó anteriormente, A. tauschii es el donador del genoma D en los trigos 
hexaploides. Debido a la posibilidad de recombinación entre tetraploides y hexaploides, los 
genomas A y B son fuentes menos fiables para estudiar las relaciones entre las formas 
hexaploides de los trigos, que el genoma D. Además, el hecho de que el genoma D no 
recombina en tales cruces, puede potencialmente proporcionar información sobre las 
relaciones en estos trigos y el origen de spelta y otras formas de T. aestivum. A. tauschii 
presenta dos conjuntos génicos, S y T, estrechamente afiliados con las subespecies 
strangulata y tauschii (Dvorak et al., 1998; Akhunov et al., 2005). Se han realizado estudios 
basados en isoenzimas para identificar la subespecie de A. tauschii responsable de la 
contribución del genoma D a T. aestivum, encontrándose que el espectro de alelos del 
locus de la α-amilasa en T. aestivum correspondía mejor al de la subespecie strangulata 
que al de la subespecie tauschii (Jaaska, 1980; Jaaska, 1981; Dvorak et al., 1998). 
Paralelamente se encontró polimorfismo en los locus correspondiente a los genes de la 
aspartato aminotransferasa y alcohol deshidrogenasa entre las subespecies de A. tauschii, 
y en ambos casos, las isoenzimas de la subespecie strangulata tenían la misma movilidad 
electroforética que las encontradas en T. aestivum. Las especies ancestrales del género 
Aegilops han sido explotadas para la mejora del trigo. Su habilidad para adaptarse a 
distintos ambientes y condiciones desfavorables, han hecho que porten atributos 
agronómicos deseables para los programas de mejora. De esta forma, caracteres de 
tolerancia a estrés hídrico y/o salino, resistencia a enfermedades o plagas de insectos, han 
sido incorporados al genoma del trigo desde esas especies, mediante la generación de 
híbridos intersepecíficos entre Triticum y Aegilops (Akhunov et al., 2005; Schneider et al., 
2008). 
 
2.1.1.2. Producción y comercio mundial. 
De forma generalizada, el comercio mundial de los cereales, viene marcado en los 
últimos años por un desequilibrio importante entre la oferta y la demanda. Centrándonos en 
el trigo, éste se cultiva geográficamente en todo el mundo, ocupando el 17% del total de la 
superficie cultivada, unos 200 millones de hectáreas. 
La Figura 9 muestra la evolución de la producción mundial de trigo durante el 
periodo 1960-2007, experimentando durante dicho intervalo un aumento del 95.7% 
(FAOSTAT). El incremento continuado que se observa se debió inicialmente (1950-1980) a 
la expansión de las zonas de cultivo y al aumento de los rendimientos, aunque desde 1960 
el mayor impacto en el crecimiento de la producción del trigo lo tuvo la Revolución Verde 
que supuso la adopción de nuevas tecnologías de producción. Hoy en día, el trigo se cultiva 
en 115 países, y constituye el cereal dominante en el comercio mundial, siendo los 




principales productores China, Estados Unidos e India; una gran extensión de cultivo se 
localiza también en Rusia, Europa, Canadá, Australia y Argentina (Figura 10). En la 
actualidad, el consumo de trigo se sitúa alrededor de 578.5 millones de toneladas anuales y 
se estima un aumento de 14.4% en los próximos 10 años, superando los niveles de 
producción (Pallarés et al., 2007). 
Aproximadamente dos tercios del trigo producido se destina a la alimentación 
humana, mientras que el resto es utilizado para el uso directo y/o la preparación de piensos 
destinados a la alimentación de animales. El trigo, junto con el maíz y el arroz, es el 
alimento básico para millones de personas en los países en vías de desarrollo y constituye 
una parte importante de la dieta para otros muchos. En los países en vías de desarrollo, se 
produce en la actualidad el 44% de la producción mundial, comparado con el 30% que se 
producía a principios de los años 60. Las previsiones estiman que en 2020, el 67% del 
consumo de arroz estará localizado en los países en vías de desarrollo. A este importante 
incremento ha contribuido la mejora de la productividad. Actualmente en los países en vías 
de desarrollo, la tendencia es a un aumento del uso de cereales per cápita (consumo 
humano y piensos), y una reposición de las existencias. Sin embargo, pese a una 
producción mejorada, las importaciones de cereales aumentaron de forma continuada en 



















Figura 9. Evolución de la producción y consumo mundial de trigo en el periodo 1961-2007 (Fuente: 
FAOSTAT). 
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Figura 10. Evolución de la producción de trigo en los principales países productores en el periodo 
1961-2011. (Fuente: FAOSTAT). 
 
2.1.1.3. Botánica, cultivo de la planta y tipos de trigos. 
El trigo es una planta anual herbácea perteneciente al género Triticum de la familia 
Poaceae y orden Poales dentro de la clase Liliopsida y división Magnoliophyta. La altura de 
la planta, incluyendo la espiga, puede variar desde los 30 cm hasta los 150 cm, en función 
de las condiciones de crecimiento y la variedad. El tallo del trigo es una caña hueca, poco 
ramificada, con seis nudos y entrenudos. El entrenudo superior, denominado pedúnculo 
sujeta a la característica espiga (Pallarés et al., 2007). 
Las espigas son inflorescencias compuestas por 15 a 25 espiguillas sésiles 
dispuestas en torno a un raquis o eje central (Figura 11). Cada espiguilla presenta 
externamente dos brácteas denominadas glumas y contiene tres a cinco antecios 
dispuestos sobre una raquilla. Cada uno de los antecios se compone de una lema o 
glumela inferior, de una pálea o glumela superior y de una flor (Figura 12). Entre la lema y 
la palea se situará el grano desarrollado a partir de la flor. Normalmente uno o dos antecios 
son estériles, generándose un máximo de dos a tres flores fértiles por espiguilla. Cada flor 
está compuesta por tres estambres y por dos estigmas plumosos que nacen directamente 
del ovario (Figuras 13 y 14); todas las estructuras de la flor se encuentran protegidas por 
dos brácteas: lema, la más externa y pálea, la más interna. La flor, que presenta 
autopolinización, proyecta sus estambres al exterior del antecio una vez que ha ocurrido la 
antesis (Kirby, 2002).  




   
Figura 11. Espigas de trigo y estructura del raquis. 
 
 




Figura 13. Componentes de una espiguilla de trigo. 
 






Figura 14. Estructura de un antecio de trigo.  
 
Al tratarse de monocotiledoneas, los granos de los cereales tienen un solo cotiledón 
(Delcour y Hoseney 2010), presentando una testa fundida con el pericarpio por lo que el 
grano puede ser considerado un fruto de una sola semilla, conocido con el nombre de 
Cariópside. La forma del grano suele ser ovalada, y en su estructura (Figura 15) se pueden 
diferenciar tres partes principales: el salvado (parte externa), el germen o embrión y el 
endospermo (parte más interna). El germen, el cual es una estructura de pared fina que 
contiene a la nueva planta, sobresale en uno de los extremos del grano. En el otro lado 
generalmente se puede visualizar un mechón de pelos finos. El resto del grano se 
denomina endospermo, el cual constituye el alimento para el embrión, representando casi 
el 85% del peso del grano. El endospermo a su vez se encuentra rodeado por la capa de 
aleurona conformada por dos o tres capas de células. A lo largo de la cara ventral del grano 
hay una depresión (surco) generada por una invaginación de la aleurona y resto de 
cubiertas. En el fondo del surco hay una zona vascular fuertemente pigmentada. Las capas 
más externas del grano se consideran el pericarpio (derivado desde el ovario de la flor) y 
rodeado por este la testa o abrigo de la semilla. El pericarpio y la testa, junto con la capa de 
aleurona, conforman el salvado de trigo (McKevith, 2004). 










Figura 15. Estructura del grano (cariópside) de trigo. 
 
En cuanto al ciclo vegetativo del trigo, en este se pueden distinguir tres períodos: 
Período vegetativo, que comprende desde la siembra hasta el comienzo del encañado; 
Período de reproducción, desde el encañado hasta la terminación del espigado; Periodo de 
maduración, que comprende desde el final del espigado hasta el momento de la 
recolección (Figura 16). El ciclo comienza con la germinación de los granos, tras pasar un 
periodo de latencia que se interrumpe con la liberación de hormonas (giberelinas) en el 
interior del germen. Estas hormonas desencadenan la producción y activación de enzimas 
como las amilasas y otras enzimas hidrolíticas (proteasas y glucanasas) que permiten que 
el germen se alimente de las sustancias de reserva del grano. A partir del germen crece la 
nueva planta, y una vez que existe un sistema radicular primario el grano ya puede 
aprovechar las sustancias nutritivas que se encuentran en el suelo (Leubner, 2012). En una 
primera fase de crecimiento, a partir de cada planta de trigo se generan nuevas plantas 
(hijuelos). A esta fase se le conoce como ahijado. Tras el ahijado, se produce el encañado, 
los tallos se estiran y los nudos se hacen claramente visibles. Una vez que el tallo ha 
crecido, aparece en la parte superior el zurrón, que posteriormente dará lugar a la espiga 
en lo que se conoce como fase de espigado. En el interior de cada espiga los estambres 
polinizan a los pistilos y se generan numerosos granos o semillas. Estos granos, en un 
principio, están vacíos. Durante la fase de maduración los granos se rellenan (granazón) y 
endurecen. Posteriormente los granos se secan y quedan listos para la recolección, 
almacenamiento y nueva siembra (Wheat Genomics, http://www.wheatbp.net/).  
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Figura 16. Etapas del desarrollo de la planta de trigo. 
 
El tiempo necesario para que se produzcan los procesos de crecimiento de la planta 
son muy variables y dependen fundamentalmente de la variedad de la semilla. En este 
sentido, se pueden distinguir entre variedades denominadas de ciclo corto y de ciclo largo. 
Los trigos de Ciclo largo se siembran en otoño en el hemisferio norte, maduran durante la 
primavera y se cosechan al principio del verano. Por el contrario, los trigos de Ciclo corto se 
siembran en primavera, motivo por el cual se denominan “de primavera”, y se cosechan al 
final del verano. Los trigos de primavera tienen rendimientos significativamente inferiores 
que los trigos de invierno, pero el grano es de mejor calidad para el proceso de panificación 
debido a su mayor contenido en gluten y consistencia proteica. 
El rendimiento de los cultivos y la calidad del trigo recolectado dependerán de 
múltiples factores, entre los que cabe destacar la variedad, la fertilización, la disponibilidad 
de agua, el control de malas hierbas y plagas, y el momento de la recolección. El trigo es 
una planta que crece a temperaturas comprendidas entre 3 y 33 °C, estando las 
temperaturas óptimas entre 10 y 25 °C. No requiere de una humedad excesiva y crece bien 
en zonas donde las precipitaciones anuales si sitúan entre los 375 y 800 mm. En el 
momento del espigado las necesidades hídricas aumentan; sin embargo, durante la 
maduración son preferibles condiciones más secas para facilitar el secado de los granos y 
evitar los fenómenos de germinación y desarrollo de hongos. En cuanto a las necesidades 
edafológicas son preferibles los suelos sueltos, profundos y con un pH entre 6.0 y 7.5. 




En la producción y comercialización del trigo juegan un papel fundamental el 
rendimiento y el porcentaje de proteína, los cuales son en gran medida dependientes de las 
condiciones medioambientales durante la etapa de llenado del grano. El rendimiento es el 
parámetro resultante de los procesos que contribuyen a la deposición de almidón, mientras 
que el porcentaje de proteína, aunque no es independiente del rendimiento, refleja el 
metabolismo de nitrógeno, por lo que el control de ambos procesos es determinante del 
rendimiento. En general, cuanto mayor sea la producción de trigo menor será su contenido 
proteico, debido a la mayor limitación del nitrógeno presente en el suelo.  
Los trigos se clasifican en función de la estación de cultivo, el color, la dureza y 
textura del endospermo (relacionada con la forma de romperse el grano durante la 
molienda) y por el contenido proteico (relacionado con las propiedades funcionales de la 
harina). La dureza de los trigos es uno de los parámetros cualitativos más importantes, 
relacionado con la forma en que el endospermo se rompe, teniendo un profundo efecto 
sobre sus características molineras, y en menor medida sobre las características 
panaderas, pero en último término se refleja sobre la calidad de sus productos derivados 
(Galande et al., 2001; Chen et al., 2006). Se trata de un rasgo genético cuantitativo y 
complejo, debido a su nivel polimórfico, en el que influyen directa o indirectamente una 
serie de factores como la dureza del grano, el contenido de proteínas, etc. El trigo más 
duro, también conocido como candeal, es el T. durum, cuya harina se utiliza en la 
fabricación de productos duros como la pasta. Los trigos duros producen una harina con 
mayor granulometría (sémola o semolina), arenosa y formada por partículas de forma 
regular que son, en su mayoría, células enteras del endospermo. Por contra los trigos 
blandos proporcionan una harina muy fina formada por fragmentos irregulares de las 
células del endospermo y partículas planas que se adhieren unas a otras. Además, la 
dureza afecta a la facilidad con que el endospermo se separa del salvado. En los trigos 
duros esta separación es más limpia y las células del endospermo permanecen intactas, sin 
embargo en los trigos blandos las células periféricas del endospermo tienden a 
fragmentarse y mientras unas se separan otras quedan unidas al salvado. La fuerza del 
trigo es una cualidad relacionada con sus aptitudes panaderas, es decir la capacidad de 
una harina para producir pan en piezas de gran volumen con miga de buena textura. Los 
trigos con esta aptitud suelen poseer un elevado contenido proteico y se les llama trigos 
fuertes; en contraposición, los trigos con contenido proteico bajo se denominan flojos. Estos 
últimos son ideales para la fabricación de galletas o productos de pastelería en los que no 
llega a desarrollarse el gluten, o porque no requieren fermentaciones con levadura. 
Una de las clasificaciones más extendida es la norteamericana (Pallarés et al., 
2007) que separa los trigos en los siguientes grupos: 




Trigo semolero o Trigo duro (Durum wheat). Es un trigo de primavera. Tiene una 
gran dureza y un alto contenido de proteína y gluten. Se utiliza para fabricar las 
sémolas y semolinas empleadas en la elaboración de pasta, y algunos tipos de pan 
en los países mediterráneos, debido a su mayor rendimiento en este proceso. 
Trigo duro rojo de primavera (Hard red spring wheat). Es el trigo con mayor 
contenido de proteína, y se usa para la fabricación de pan de molde y cualquier otro 
derivado de panadería y bollería que requiera harinas de fuerza. También se emplea 
en mezclas con otros trigos. 
Trigo duro blanco (Hard white wheat). Es un trigo con un contenido medio de 
proteína, muy próximo en cuanto a sus propiedades al trigo duro, excepto por el 
color y sus propiedades durante la molienda y la panificación. Se suele utilizar en la 
elaboración de panes fermentados, panes integrales, tortillas, noodles y destilería. 
Trigo blando rojo (Soft winter red wheat). Tiene un contenido de proteína medio-
bajo, y se usa para la fabricación de pan y la preparación de mezclas con otros tipos 
de trigos. También se usa en la fabricación de galletas, pasteles y otros productos 
de bollería y pastelería. 
Trigo blando blanco (Soft white wheat). Tiene un contenido bajo de proteínas, pero 
un gran rendimiento. Confiere un color muy blanco a los productos, se usa en la 
fabricación de productos de alta calidad que requieran harinas flojas como pasteles, 
galletas, bollos y pasta oriental. 




2.1.1.4. Composición química y aspectos nutricionales. 
Al igual que el rendimiento del cultivo, la composición química del trigo puede variar 
según la región, clima, condiciones edafológicas, las condiciones de cultivo y el año de 
cosecha etc. En la Tabla 1 se detalla la composición media del trigo.  
 
Tabla 1. Intervalos de variación en la concentración (%) de los principales 
componentes del trigo. 
 
Componentes  Composición (%) 
Humedad  8.0 - 18.0 
Almidón  60.0 - 68.0 
Proteínas  7.0 - 18.0 
Lípidos  1.5 - 2.0 
Fibra cruda  2.0 - 2.5 
Cenizas  1.5 - 2.0 
 
Hidratos de carbono 
Como en el resto de vegetales, los hidratos de carbono se forman a partir de dióxido 
de carbono y agua durante el proceso de la fotosíntesis. Constituyen una estructura de 
soporte en la planta y en la semilla, y la principal fuente de energía para muchas de las 
reacciones metabólicas. En la semilla se depositan para suministrar energía para los 
procesos que conllevan el desarrollo de la plántula. 
Los mono- y disacáridos, y algunos oligosacáridos, como la rafinosa, se encuentran 
en el grano en cantidades pequeñas (fructosa 0.06%, glucosa 0.08%, galactosa 0.02%, 
sacarosa 0.54%, maltosa 0.05%, rafinosa 0.19%). La principal reserva de energía de los 
granos de cereales es el almidón, representando entre el 65-70% de la harina de trigo. El 
almidón se acumula en forma de gránulos que se encuentran en el interior de los 
amiloplastos. (Létang et al., 1999; Rojas et al., 2000; Román-Gutiérrez et al., 2002). Las 
propiedades del almidón se deben principalmente a los dos polímeros que lo constituyen 
amilosa y amilopectina. Los gránulos de almidón, debido a su estado nativo parcialmente 
cristalino, experimentan distintos cambios o transiciones de fase cuando son sometidos a 
tratamiento térmico, entre los que destacan las llamadas gelatinización y retrogradación 
(Bilbao-Sáinz et al., 2007; Xue et al., 2010). Estos cambios influyen en el volumen final de 
los productos horneados y en su tendencia al endurecimiento, dependiendo, entre otros 
factores, de la proporción amilosa/amilopectina. 




El endospermo del grano de trigo también contiene una pequeña proporción de 
polisacáridos, distintos del almidón, que nutricionalmente se incluyen dentro del grupo de 
las fibras, y que incluye a los polisacáridos no digeribles y las ligninas. Estos componentes 
son mayoritariamente arabinoxilanos (en cantidades relativamente altas) y β-D-glucanos 
solubles (en cantidades muy bajas), además de pequeños porcentajes de celulosa y 
glucomananos. A su vez, las paredes celulares de las capas de salvado de los granos 
presentan una apreciable cantidad de celulosa y arabinoxilanos. 
Proteínas 
En términos generales, las proteínas de los granos de trigo se pueden dividir en dos 
grandes grupos: las proteínas del gluten y aquellas que no contribuyen al gluten (resto de 
proteínas). Las primeras se denominan proteínas de almacenamiento y constituyen 
alrededor del 75-80% del total. Entre las proteínas no formadoras de gluten, que 
representan el 20-25% del contenido total, se encuentran la mayoría de enzimas presentes 
en el trigo. 
Las proteínas de los cereales se clasifican en cuatro grupos en relación a su 
solubilidad (Osborne, 1907): albúminas (solubles en agua), globulinas (insolubles en agua y 
solubles en soluciones salinas diluidas), prolaminas (insolubles en agua y en soluciones 
salinas y solubles en alcohol al 70%), y glutelinas (insolubles en los solventes 
anteriormente mencionados y solubles en ácidos diluidos). La composición proteica del 
gluten está formada mayoritariamente por las gliadinas y gluteninas (también denominadas 
prolaminas y glutelinas). 
En los cereales, las albúminas y las globulinas están concentradas en el germen, el 
salvado y las células de la capa de aleurona, y en menor medida en el endospermo. Las 
prolaminas y glutelinas sólo se encuentran en el endospermo, y sirven como fuente de 
nitrógeno durante la germinación. En el trigo, la composición aminoacídica de las glutelinas 
y las prolaminas son similares y se distinguen por las altas concentraciones de glutamina (1 
de cada 3 aminoácidos) y de prolina (1 de cada 7 aminoácidos). Las propiedades de la 
harina de trigo para formar una masa cohesiva apta para ser horneada y producir pan, o 
para formar pastas, son derivadas de las proteínas presentes en el gluten, las cuales 
constituyen una red viscoelástica continua dentro de la masa (Lindsay y Skerritt, 1999; 
Shewry et al., 2001). Cada una de las proteínas que forman el gluten tiene una función 
específica. Así las gliadinas son proteínas monoméricas responsables de la viscosidad del 
gluten, constituyendo un tercio de las proteínas de la harina. Las gluteninas, que forman 
macropolímeros, determinan la fuerza y la elasticidad del gluten. 




Además del gluten, entre las proteínas presentes en el grano de trigo destacan, por 
su importancia funcional, las enzimas. En el grano intacto, seco y no germinado la actividad 
enzimática total es muy baja, pero cambia drásticamente cuando comienza la germinación 
(Demeke et al., 2001). Las principales enzimas son α- y β-amilasas, enzimas 
desramificantes, celulasas, β-gluconasas y glucosidasas. También existen un gran número 
de enzimas proteolíticas, lipasas, esterasas y fosfatasas (Evers y Redman, 1973). Otras 
enzimas importantes son las fitasas, que catalizan la hidrólisis de ácido fítico a inositol y 
ortofosfato; las lipooxigenasas, que aceleran la peroxidación de ciertos ácidos grasos 
insaturados por el oxígeno y las polifenoloxidasas, que oxidan los fenoles a quinonas 
(Honold y Stahmann, 1968; Rani et al., 2001). 
 Micronutrientes y otros componentes menores  
En el grano de trigo se encuentran además distintos tipos de moléculas de 
naturaleza lipídica, como ácidos grasos, glicéridos simples, galactoglicéridos, 
fosfoglicéridos, esfingolípidos, tocoferoles además de hidrocarburos, esteroles y 
carotenoides. Estos últimos se describirán con más detalle más adelante al ser objeto de 
estudio en la presente memoria. 
Los lípidos conteniendo ácidos grasos son los que se encuentran en mayor 
proporción; entre ellos predominan los triglicéridos, fundamentalmente con ácido palmítico, 
esteárico, oleico, linoleico y α-linolénico, encontrándose los mono- y diglicéridos en menor 
proporción. Los ácidos grasos saturados constituyen el 11-26% del total y los no saturados 
el 72-85%. 
Los minerales están en muy pequeña proporción en el grano de trigo, y es aún 
menor su presencia en el endospermo (<1%). Destacan los fosfatos y sulfatos de potasio, 
magnesio y calcio. También se encuentran cantidades significativas de hierro, magnesio, 
zinc y cobre. (Pallarés et al., 2007). 
Con respecto a las vitaminas, los cereales son muy ricos en vitamina E y 
especialmente en vitaminas del grupo B, principalmente la niacina o vitamina B3 que se 
encuentra en el salvado. En menor cantidad se encuentran el ácido pantoténico o vitamina 
B5 y la piridoxina o vitamina B6, localizados en la capa de aleurona, la tiamina o vitamina 
B1 centrada en el escutelo y la riboflavina o vitamina B2 que se encuentra 
mayoritariamente en el salvado y el germen. En la Tabla 2 se muestra la composición 
nutricional de la harina de trigo.  
En los países en vías de desarrollo los cereales proporcionan más del 70% de la 
energía en la dieta y una gran parte de la ingesta de proteínas (Wrigley, 2009). El trigo y 




resto de cereales, como ya se ha comentado antes, son una buena fuente de 
macronutrientes como hidratos de carbono de lenta asimilación, proteínas además de 
micronutrientes relevantes como fibra, vitaminas y sales minerales. Sin embargo no son 
capaces de proveer todos los aminoácidos esenciales, ya que son deficientes en algunos 
como la lisina (Shewry et al., 2009). Por otro lado, el contenido de grasa de la harina de 
trigo es baja comparado con la mayoría de los alimentos (Chung et al., 2009). Los 
fitoesteroles vegetales, esteroles y estanoles, que aportan también los cereales tienen 
implicaciones nutricionales-sanitarias relevantes ya que disminuyen la absorción del 
colesterol LDL, al presentar una estructura similar a este, previniendo las enfermedades 
cardiovasculares (Jong et al., 2003), por lo que las investigaciones en este campo han 
suscitado bastante interés. 
 
Tabla 2. Composición nutricional de la harina de trigo (por 100 g de producto). 
Componentes  Harina blanca Salvado Germen Harina integral 
Calorías (kcal)  361 216 360 339 
Proteína (g)  11.98 15.55 23.15 13.7 
Grasa (g)  1.66 4.25 9.72 1.87 
Hidratos de Carbono (g)  72.53 64.51 51.80 72.57 
Cenizas (g)  0.47 5.79 4.21 1.6 
Fibra (g)  2.4 42.8 13.2 12.2 
Humedad (g)  13.36 9.9 11.12 10.26 
 
Minerales     
Calcio (mg)  15  73  39 34 
Hierro (mg)  0.9  10.57  6.26  3.88 
Magnesio (mg)  25 611  239 138 
Fósforo (mg)  97 1013 842 346 
Potasio (mg)  100  1182  892 405 
Sodio (mg)  2  2 12 5 
Zinc (mg)  0.85  7.27  12.29  2.93 
Cobre (mg)  0.18  1.0 0.8  0.38 
Manganeso (mg)  0.79  11.5  13.3  3.8 
Selenio (µg)  39.7  77.6  79.2  70.7 
 
Vitaminas     
Tiamina (mg)  0.08  0.52  1.88  0.45 
Riboflavina (mg)  - 0.06  0.58  0.37 
 





Muchos de estos nutrientes se encuentran concentrados en zonas específicas del 
grano, por lo que el fraccionamiento de éste como paso previo a la molienda tiene 
implicaciones muy importantes a nivel nutricional. Los productos integrales proporcionan un 
aporte nutricional más completo que los refinados o las harinas blancas (Marquart et al., 
2002). Aunque desde la antigüedad se conocen las ventajas de una dieta rica en vegetales, 
y por tanto en fibra, no ha sido hasta finales del siglo XX cuando ha surgido una verdadera 
preocupación por el bajo nivel de fibra dietética presente en muchas dietas. El incremento 
de las enfermedades asociados a un déficit de fibra en la dieta provocó una revisión de la 
pirámide alimenticia (Fardet, 2010). La harina entera de trigo es una excelente fuente de 
fibra, particularmente de fibra insoluble mientras que la harina refinada, aunque no provee 
grandes cantidades de fibra, tiene un contenido apreciable de fibra soluble. El consumo 
recomendado de productos integrales difiere de un país a otro aconsejándose en la mayoría 
el incremento en dichos productos. En Estados Unidos, por ejemplo, se recomienda al 
menos tres raciones al día, es decir, aproximadamente 48 gramos de cereales integrales 
(Welsh et al., 1994; USDA, 2005). 
Este apartado sobre los aspectos nutricionales de los cereales en general y del trigo 
en particular, no podía pasar sin mencionar el contenido de nutrientes antioxidantes y 
fitoquímicos. Este grupo de nutrientes suscita un gran interés tanto desde el punto de vista 
científico-tecnológico como sanitario. La formación de radicales libres y el estrés oxidativo 
favorece la aparición de ciertas enfermedades degenerativas como algunos tipos de 
cáncer, y, en general, de aquellas asociadas a los procesos de envejecimiento 
(enfermedades coronarias, Alzheimer, artritis, etc.). El trigo también constituye una fuente 
excelente de compuestos antioxidantes (Liu, 2007; Fardet et al., 2008). Entre los 
antioxidantes destacan algunos ácidos fenólicos (como el ácido ferúlico), el ácido fítico, el 
selenio, los tocoferoles y tocotrienoles, y los flavonoides. Algunos de esos fitoquímicos 
como el ácido ferúlico y los diferulatos son encontrados en niveles apreciables en los 
granos de cereales a diferencia de otros alimentos, como frutas y vegetales, lo que 
complementa el aporte total de antioxidantes cuando se consumen con éstos últimos (Liu, 
2007). Sin embargo, existen otras moléculas de interés desde el punto de vista 
antioxidante, como son los carotenoides, de los que a pasar de la gran información que se 
dispone en otros tipos de alimentos (principalmente frutas y vegetales), ésta es escasa en 
el caso de los cereales, debido a su reducida presencia en éstos (Humphries et al., 2004). 
Como se ya se ha indicado, el estudio de los carotenoides se abordará más adelante en 
detalle. 




Al igual que ocurre con la mayoría de las vitaminas y minerales, las sustancias 
antioxidantes del trigo se concentran mayoritariamente en el salvado, en la capa de 
aleurona y en el germen, por lo que su contenido se reduce en los procesos de molturación 
para obtener harinas blancas (Yu et al., 2002; Zhou et al., 2004a; Zhou y Yu, 2004a,b; 
Liyana-Pathirana y Shahidi, 2007). El contenido en antioxidantes depende de las 
condiciones de crecimiento y factores ambientales y también del tipo de trigo, es decir, del 
genotipo (Zhou et al., 2004b; Zhou y Yu, 2004a,b; Liyana-Pathirana y Shahidi, 2007). La 
capacidad antioxidante también se altera por los tratamientos postcosecha, procesamientos 
a que se somete el trigo y sus derivados, y condiciones de almacenamiento (Zhou et al., 
2004a,b; Hidalgo y Brandolini, 2008b). El estudio del efecto del genotipo y de las 
condiciones de almacenamiento del grano y harinas sobre el contenido y composición de 
pigmentos carotenoides en cereales será uno de los principales objetivos del presente 
trabajo de investigación. 
El refinamiento de los cereales puede no obstante tener efectos, en algunos casos, 
positivos ya que éstos contienen también en las capas externas de los granos los llamados 
antinutrientes (McKevith, 2004). Este es el caso de los taninos, los cuales provocan la 
precipitación de proteínas disminuyendo su digestibilidad. El ácido fítico y su sal, fitato, 
también se consideran en algunos casos factores antinutricionales ya que pueden unirse a 
minerales como hierro, calcio y zinc disminuyendo la absorción de los mismos (Grela, 1996; 
Graham et al., 2000; Febles et al., 2002).  
 
2.1.1.5. Harinas de cereales: métodos de obtención, procesado y características. 
La harina constituye el producto derivado de los cereales de mayor importancia en 
cuanto a sus múltiples aplicaciones. Básicamente, constituye, el polvo fino que se obtiene 
de la molienda de los granos de cereal y de cualquier materia rica en hidratos de carbono. 
La trituración del grano tiene como objeto obtener un tamaño de partícula más apto para las 
distintas aplicaciones industriales y culinarias. Con el tiempo, el hombre ha ido apreciando 
la posibilidad de obtener un producto en el que se hubieran eliminado las capas exteriores 
del grano, salvado y germen. En general, los sistemas de molienda han ido evolucionando 
hacia sistemas más eficientes energéticamente, que consigan obtener un tamaño de 
partícula lo más fino posible, y una separación más eficiente del salvado y germen.  
Los avances más notorios en la molienda del trigo se produjeron en el siglo XVIII, 
con la aplicación de la energía mecánica a los molinos de piedra, y sobre todo en el siglo 
XIX, cuando se introduce el Sistema Húngaro de molturación por cilindros, basado en una 
reducción progresiva del tamaño de partícula. En la actualidad, este sistema es el 




mayoritariamente utilizado para la obtención de harina de trigo en todo el mundo. La 
molturación en molino de piedra se utiliza aun en casos especiales, fundamentalmente para 
productos ecológicos y artesanales. El sistema utilizado para moler repercute en las 
características funcionales de las harinas, y en la valoración sensorial de los productos 
obtenidos a partir de ellas (Kihlberg et al., 2004). Por otro lado, la composición química 
también se altera, debido a las temperaturas alcanzadas, mucho más elevadas en la 
molturación en molino de piedra que con cilindros. Esto provoca desnaturalización de 
proteínas, reduciendo el contenido en aminoácidos y además se produce un descenso en el 
contenido de ácidos grasos insaturados (Prabhasankar y Rao, 2001). 
La industria molinera debe producir una amplia variedad de harinas adaptadas a las 
necesidades de sus clientes, influyendo el uso final de la harina, el país en el que se 
produzca, o las posibilidades analíticas del productor y el cliente. Es frecuente fijar unos 
límites de proteína, gluten, fuerza, tenacidad, extensibilidad y actividad amilásica. Para 
conseguir estas harinas el molinero debe elegir trigos que se ajusten a estas 
características, siendo práctica habitual el realizar mezclas de trigos, para conseguir el 
producto deseado (Posner y Hibbs, 2005). Una vez seleccionadas las partidas de trigo, 
éstas deben ser clasificadas, en función de criterios de calidad, y almacenadas en silos. Es 
frecuente realizar una limpieza grosera antes de almacenar el trigo en los silos, basada en 
una criba y una aspiración, y una limpieza más fina y exhaustiva antes de la molienda 
(Pallarés et al., 2007). 
El sistema de molturación por cilindros (Sistema Húngaro) se basa en el paso del 
trigo a través de parejas de cilindros que van reduciendo el tamaño de partícula 
progresivamente. Tras cada pasada el producto resultante es sometido a cribados 
especiales para eliminar el salvado y el germen (Ziegler y Greer, 1971). Para la correcta 
eliminación del salvado suele ser necesario humedecer los granos. Esta fase recibe el 
nombre de acondicionamiento, siendo habitual para los trigos el acondicionarlos a 
humedades que varían del 15 al 17%. La etapa de acondicionamiento requiere a su vez de 
periodo de reposo del grano al objeto de que la humedad penetre en el grano. De forma 
general, los trigos blandos necesitan menos humedad y presentan una menor resistencia a 
la penetración del agua que los trigos duros, los cuales necesitan tanto mayor contenido de 
humedad como también reposos más prolongados (Kent y Evers, 1994). En algunos países 
se recurre al acondicionamiento en caliente para reducir los tiempos de reposo (Krasteva et 
al., 2008). Sin embargo, este sistema requiere un mayor gasto energético y no se deben 
sobrepasar los 45 °C, para evitar inactivación de enzimas y desnaturalización proteica. En 
algunos casos se utilizan temperaturas superiores con el fin de conseguir harinas 




especiales, sin actividad enzimática y con baja fuerza. La temperatura de 
acondicionamiento también influirá en el rendimiento y el color de las harinas.  
Una vez acondicionado el trigo, los granos pasan a la fase de molturación (Figura 
17), que a su vez se divide en dos fases, trituración y compresión. En la fase de trituración 
el trigo pasa a través de parejas de cilindros estriados. Uno de los rodillos va más rápido 
(2.5 veces) que el otro, por lo que mientras el segundo retiene al grano el primero lo cizalla. 
Esta fase consta de 4 o 5 parejas de rodillos y en ella se busca separar el endospermo del 
salvado mediante un raspado progresivo. Tras cada paso por parejas de rodillos el 
producto obtenido pasa por equipos especiales llamados cernidores o plansifters (baterías 
de cribas) y sasores (mezcla de cribado y aspiración) para separar las distintas fracciones. 
Las fracciones más gruesas (salvado con endospermo adherido) se dirigirán hacia la 
siguiente pareja de rodillos de trituración. Las fracciones intermedias (sémolas) se dirigirán 
hacia los molinos de compresión para reducir el tamaño de partícula, y las fracciones que 
tengan la finura de la harina se dirigirán al silo de producto final correspondiente. Las 
sémolas en la fase de reducción atraviesan una serie de parejas de rodillos lisos o 
ligeramente rugosos. Entre cada pareja de rodillos el producto obtenido se somete a 
operaciones de separación similares a las utilizadas en la fase de trituración, de manera 
que las partículas más finas se dirigen a los silos de producto final y las más gruesas a los 
molinos de compresión correspondientes. En esta fase se consigue separar parte del 
salvado que se había roto en trozos más pequeños (salvado fino) y no se había conseguido 
separar en la fase de trituración. En esta fase también se separa el germen, ya que al pasar 
entre rodillos lisos se aplasta, debido a su elevado contenido en lípidos, forma escamas y 
puede separarse mediante tamizado. 
 





Figura 17. Esquema de la molienda secuencial con cilindros (Sistema Húngaro). 
 
  A cada una de estas fracciones, con la granulometría propia de las harinas finales 
se les denomina pasadas de molienda. La unión de estas pasadas de molienda, junto con 
las obtenidas en la fase de reducción, constituye la harina final. No obstante, cada pasada 
de molienda difiere en su composición del resto, especialmente en los porcentajes y tipos 
de proteínas, así de las distintas fracciones se obtienen harinas de diferentes calidades a 
partir de un mismo trigo (Prabhasankar y Rao, 1999). Además las distintas pasadas de 
molienda difieren en color, el cual se debe al contenido en pigmentos carotenoides y a 
fracciones de salvado (Oliver et al., 1993; Humphries et al., 2004; Konopka et al., 2004), en 
la composición lipídica (Prabhasankar y Rao, 1999; Konopka et al., 2004), porcentaje y tipo 
de fibra, actividad enzimática (Marsh y Galliard, 1986; Rani et al., 2001) y actividad 
antioxidante (McCallum y Walker, 1990; Zhou et al., 2004a; Beta et al., 2005; Liyana-
Pathirana y Shahidi, 2007). Al final de la fase de trituración también se obtiene una fracción 
compuesta por salvado grueso, que se suele destinar para alimentación animal debido a su 
contenido en fibra, proteínas y vitaminas. Este salvado suele llevar algo de endospermo 
adherido ya que su separación no sería rentable y afectaría a la calidad final de la harina. 




Finalmente, a menudo a las harinas se le añaden una serie de aditivos. Los tipos y 
las cantidades añadidas están regulados por Ley y se debe indicar en el etiquetado de la 
harina. Entre los distintos tipos de aditivos, se encuentran los que mejoran el contenido 
nutricional de la harina, los que están destinados a mejorar la manipulación de la masa 
panaria y sus propiedades o los aditivos blanqueadores (Stauffer, 1990). Con respecto a los 
primeros, los enriquecimientos en vitaminas y minerales son muy habituales (Poletti et al., 
2004). Se le añade a harinas blancas hierro y vitaminas del grupo B. Actualmente en Norte 
América, todos los productos horneados y de pasta están enriquecidos. 
Normalmente las harinas requieren de periodos de almacenamiento con aireación 
para favorecer el blanqueamiento de éstas al favorecerse la oxidación de los pigmentos y 
además una mayor cohesión entre las proteínas que formarán el gluten. Sin embargo, el 
envejecimiento natural de las harinas no es rentable a nivel industrial, ya que se requieren 
tiempos prolongados, de semanas e incluso meses y tales almacenamientos en silos 
favorecen también contaminación por mohos, o ataque de roedores e insectos. Es por ello 
que se recurre a agentes de maduración, los cuales son aditivos que producen cambios 
deseados en las propiedades de las harinas durante su almacenamiento. Los agentes 
blanqueadores más comunes, que provocan una degradación de los pigmentos 
carotenoides en las harinas son el peróxido de benzilo y el cloro gaseoso. El primero es 
usado muy frecuente en todo tipo de harinas siendo extremadamente efectivo blanqueando 
pero no produce ningún efecto de maduración. Por el contrario, el cloro gas solo es 
utilizado en harina de repostería, siendo éste además de un agente blanqueante, un agente 
de maduración que provoca un ablandamiento del gluten, haciendo que el almidón absorba 
el agua más rápidamente. Por el contrario, el bromato potásico y el ácido ascórbico son 
agentes de maduración que fortalecen el gluten y ellos se usan con harinas procedentes de 
trigos duros (Amendola y Rees, 2003; Figoni, 2008). 
Resulta habitual el enriquecimiento de las harinas para una mejora de sus 
propiedades funcionales, mediante la adición de ciertas enzimas que tienen efectos 
importantes para la obtención de algunos productos. Entre las enzimas que se añaden 
destaca la amilasa, la cual provoca la hidrólisis del almidón proporcionando el azúcar para 
mejorar los procesos fermentativos de levaduras. Transglutaminasas, transferasas que 
producen uniones intra e intermoleculares entre un grupo ε-amino de un residuo de lisina y 
un grupo γ-carboxiamida de un residuo de glutamina, obteniendo un entrecruzamiento 
covalente de las proteínas que conforman el gluten favoreciendo así la estructura compacta 
de éste. Otras enzimas que se añaden por su capacidad oxidante son las glucosas 
oxidasas, hexosas oxidasas y lacasas favoreciéndose la formación en este ambiente 
oxidante de los puentes disulfuro entre las proteínas que conforman los polímeros del 




gluten y se consigue un efecto de gelatinización sobre los pentosanos (Caballero et al., 
2007a,b).  
En las últimas décadas se ha incrementado el uso de harinas integrales debido a su 
mayor valor nutricional y principalmente al aporte de fibra. Estas harinas pueden obtenerse 
mediante la molturación del grano entero en molinos de piedras o de martillos. Sin embargo 
la mayoría de harinas integrales presentes en el mercado se elaboran mezclando la harina 
blanca con la correspondiente cantidad de salvado. El salvado puede incorporarse con 
distintos tamaños de partícula. En estas harinas no se suele incorporar el germen, debido a 
los problemas de enranciamiento que presenta y la consiguiente reducción de la vida útil de 
la harina. Por tanto este tipo de harinas con salvado no se deberían denominar integrales, 
al faltarles el germen (Pallarés et al., 2007). 
 
2.1.2. Tritordeum: un nuevo cereal de especial relevancia en la mejora vegetal. 
2.1.2.1. Nuevos cultivos anfiploides sintéticos: origen de tritordeum. 
La tribu Triticeae, la cual incluye las especies de trigo, cebada y centeno, es una 
serie de poliploides que se encuentran estrechamente relacionados presentando todos 
ellos un número básico de 7 cromosomas. Dicha relación entre los cromosomas de estas 
tres especies es capaz de generar híbridos anfiploides fértiles entre diferentes miembros 
cultivados de esa tribu, siendo incluso posible la producción de híbridos entre especies 
cultivadas y sus parientes silvestres. Así, el cruzamiento de dos plantas cultivadas, T. 
turgidum y Secale cereale L. (2n=2x=14, con dotación genómica RR) dio lugar al 
hexaploide Triticale (x Triticosecale Wittmack, 2n=6x=42, AABBRR) (Martín et al., 1999; 
Feuillet et al., 2007). Este primer híbrido obtenido a partir del trigo y el centeno fue 
generado en Escocia en 1876, aunque el primer híbrido fértil no se obtuvo hasta 1938. 
Desafortunadamente, las características de calidad del trigo no fueron transferidas al 
Triticale, por lo que es usado casi exclusivamente para alimentación animal. Cabe destacar 
que aunque el comienzo de la mejora sistemática de Triticale se desarrolló en los años 
sesenta, la producción ha crecido sustancialmente desde dos millones de toneladas a 
finales de los años ochenta hasta cerca de quince millones de toneladas en 2005. El 
Triticale es así un nuevo cultivo, que ha encontrado su lugar, debido a que presenta un 
mayor rendimiento relativo a sus especies parentales, y la habilidad para crecer en lugares 
que no son apropiados para la producción de trigo o cebada.  
Desde comienzos del siglo XX, se ha tenido interés en el cruce de trigo con la 
cebada, pero los anfiploides, x Tritordeum Ascherson et Graebner, eran obtenidos solo 




cuando se utilizaban parientes silvestres del género Hordeum, como H. chilense. H. 
chilense Roem. et Schult. es una cebada silvestre diploide, (2n= 2x=14), de la sección 
Anisolepsis Nevski, la cual es una especie extremadamente variable incluida en un grupo 
heterogéneo de especies suramericanas con genoma H del género Hordeum (Bothmer y 
Jacobsen, 1985; Tobes et al., 1995). El empleo de esta especie silvestre en los programas 
de mejora se ha centrado en dos áreas: en primer lugar, en el desarrollo de anfiploides 
entre H. chilense y trigos tetraploides o hexaploides, tritordeum, para poder obtener un 
nuevo cereal, y en segundo lugar, en la introgresión hacia el trigo de nuevos rasgos de 
interés. Se han realizado cruzamientos con especies del género Aegilops, Agropyron, 
Dasypyrun, Hordeum, Secale y Triticum, y obtenido líneas de adición disómica de H. 
chilense en T. aestivum, lo cual se traduce en una buena herramienta para la mejora del 
trigo (Hernández et al., 2001b). Alguno de los atributos transferidos son: resistencia al 
nematodo Meloidogyne naasi sobre el cromosoma 1Hch; tolerancia salina sobre los 
cromosomas 1Hch, 4Hch y 5Hch; resistencia a hongos de la especie Septoria sobre el 
cromosoma 4Hch; resistencia a las enfermedades fúngicas conocidas como carbón cubierto 
del trigo y carbón hediondo y alto contenido en pigmentos carotenoides (Martín et al., 
1999), ambos localizados sobre el cromosoma 7Hch. Este último aspecto se abordará en 
mayor detalle en la sección dedicada a los pigmentos carotenoides. 
Los primeros anfiploides entre H. chilense y T. aestivum L. em. Thell, cv. Chinese 
Spring (2n=8x=56, HchHchAABBDD) octoploides, presentaban una fertilidad 
extremadamente baja y una alta frecuencia de aneuploídias, rasgos que limitaban su 
posible uso como cultivo (Martín y Chapman, 1977). Sin embargo, los tritordeum 
hexaploides (H. chilense x T. turgidum conv. durum, 2n=6x=42, HchHchAABB), mostraban 
una baja frecuencia de aneuploides, una amplia variación en la tasa de crecimiento y un 
grado óptimo de fertilidad (Martín y Sanchez-Monge Laguna, 1982). Esos y otros caracteres 
agronómicos tales como biomasa, número de espiguillas/espigas, tamaño de semilla y 
contenido de proteínas, lleva a considerar a los tritordeum hexaploides como un posible 
nuevo cultivo. De forma sistemática la generación de estos híbridos se produce por 
duplicación cromosómica de los híbridos obtenidos de la F1 mediante tratamiento con 
colchicina (Figura 18). 
 
2.1.2.2. Desarrollo agronómico y características fisiológicas. 
El estudio del potencial agronómico de Tritordeum, fue impulsado por el hecho de 
que se observó que esta nueva especie presentaba una estabilidad cromosómica, buena 
fertilidad, buen tamaño de semilla (Figura 19), morfología vegetal similar al trigo y un alto 




contenido en proteínas (Martín et al., 1999). Dicho estudio se realizó mediante pruebas 
comparativas en las que se evaluó, aparte de tritordeum (HchHchAABB), anfiploides 
hexaploides como el trigo harinero sintético (AABBDD) y triticale (AABBRR), así como sus 
parentales de trigo duro (AABB). Tanto los tritordeum iniciales como el trigo harinero 
sintético presentaban granos más pequeños y menor biomasa e índices de productividad y 
cosecha que sus respectivas líneas parentales de trigo duro y triticale. Por otro lado, el 
contenido de proteínas del trigo harinero sintético era más bajo que el de sus parentales 
mientras que el caso de tritordeum, éstos presentaban un contenido más alto que sus 
parentales de trigo duro. Lo que proporcionaba evidencias del potencial de tritordeum para 
llegar a ser un cultivo después de suficientes esfuerzos de mejora. 
Recientemente, se han realizado diversos estudios sobre la contribución a la mejora 
agronómica de tritordeum con respecto a la aportación de los distintos parentales (Atienza 
et al., 2007a). Aunque la información genética de los caracteres estudiados en su mayoría 
está controlada por el núcleo, se conoce la influencia del genoma citoplásmico sobre ciertos 
caracteres. Uno de los atributos más utilizados en los programas de mejora para muchas 
especies, ha sido la esterilidad masculina asociada al citoplasma. Aunque la influencia del 
genoma citoplásmico sobre el fenotipo no está todavía demasiado explorada, su 
contribución se ha descrito en varios rasgos como tolerancia al calor, resistencia al virus del 
mosaico amarillo en la cebada (Matsui et al., 2002) y a la infección de hongos del género 
Fusarium, tolerancia a deficiencias en hierro y a la respuesta sobre el cultivo de anteras 
(Hernández et al., 2001a). Inicialmente, todos los tritordeum hexaploides presentaban el 
citoplasma de H. chilense, ya que esa especie era siempre usada como parental femenino. 
Como se indicó anteriormente, contrastado la influencia del citoplasma en los caracteres 
agronómicos de los cultivos, se desarrollaron distintos experimentos con el objetivo de 
evaluar este aspecto en tritordeum. De esta manera, se obtuvieron tritordeum que portaban 
citoplasmas de T. aestivum y T. turgidum por repetidos retrocruzamientos. Sin embargo, 
esas sustituciones no afectaron mucho a los caracteres agronómicos, exceptuando el caso 
de rendimiento por planta, el cual fue más bajo en el caso de tritordeum con citoplasma de 
T. turgidum (Hernández et al., 2001a; Atienza et al., 2007b). 
 

























Figura 19. Granos de H. chilense, trigo duro y tritordeum hexaploide. 




Actualmente, Tritordeum está sujeto a un programa de mejora para conseguir su 
uso como un nuevo cereal. Hasta la fecha, después de varios años, su rendimiento 
potencial se ha confirmado, y se han obtenido líneas que muestran tolerancia a estrés 
hídrico y altas temperaturas, resistencia a pesticidas y enfermedades y una buena calidad 
harinera-panadera aunque inferior al del trigo harinero (Álvarez et al., 1995). Este programa 
de mejora ha proporcionado líneas totalmente fértiles, con rendimientos alrededor del 80% 
con respecto a los trigos comerciales y con un contenido en proteínas aproximadamente un 
5% superior a las del trigo (Martín et al., 1999). Otro factor a tener en cuenta, y de especial 
relevancia en esta tesis doctoral, es la obtención de líneas avanzadas de tritordeum que 
muestran un contenido en pigmentos carotenoides muy superior al del trigo (Álvarez et al., 
1994, 1995; Martín et al., 1999; Atienza et al., 2007b), aspecto en el que se centrará el 
presente trabajo de investigación.  
Con respecto a las características fisiológicas, tanto el metabolismo de nitrógeno 
como su actividad fotosintética han sido estudiados en tritordeum y en sus parentales. Esos 
procesos son esenciales para determinar el crecimiento y el rendimiento de la mayoría de 
las especies cultivadas. Tritordeum hexaploides exhibe un sistema de captación con mayor 
afinidad para nitrato que el de sus parentales de trigo (Barro et al., 1991), indicando que 
tritordeum tiene un mayor potencial para la movilización del nitrógeno desde los tejidos 
vegetativos, y que esos rasgos podrían ser atribuidos a H. chilense. Así mismo, se ha 
observado que Tritordeum muestra mayor conductancia estomática y fotosíntesis que el 
trigo y el triticale bajo condiciones deficitarias de agua. Estos rasgos podrían hacer a 
tritordeum un cultivo óptimo para climas mediterráneos calurosos y secos (Martín et al., 
1999).  
 
2.1.2.3. Propiedades y calidad harino–panaderas.  
Normalmente, los nuevos cultivos anfiploides sintéticos presentan unas 
características harino-panaderas deficientes para el consumo humano, como es el caso del 
triticale o los híbridos entre el trigo y el arroz (Álvarez et al., 1995). Inicialmente, los análisis 
realizados a tritordeum indicaron que sus características eran resultado de su propia 
anfiploidía, pero trabajos posteriores arrojaron datos sobre interacciones entre las proteínas 
de almacenamiento del endospermo de ambos genomas, cebada y trigo, como 
responsables de las características de tritordeum (Álvarez et al., 1994). La calidad de la 
harina de trigo depende parcialmente de dichas proteínas de almacenamiento, gluteninas y 
gliadinas, codificadas por genes que se encuentran agrupados en nueve locis complejos 
sobre seis cromosomas diferentes. De entre estas proteínas, las subunidades de elevado 




peso molecular de gluteninas (HMW), codificadas por los locis Glu–A1, Glu-B1 y Glu-D1, 
localizados sobre los brazos largos de los cromosomas 1A, 1B y 1D respectivamente, han 
sido reconocidas por tener una influencia relevante en la calidad harino-panadera (Nevo y 
Payne, 1987; Ballesteros et al., 2003). En el caso de tritordeum hexaploides, cuando se 
realizaron análisis de sus harinas, se observó que poseía propiedades viscoelásticas 
similares a las de algunos cultivares de trigo harinero más comunmente cultivados. Esto, 
junto con el hecho de que exhibe un bajo carácter vítreo, poca dureza y un alto rendimiento 
de harina sugirió que tritordeum era más apropiado para destinarse a producir pan que 
pasta (Álvarez et al., 1992, 1994, 1995, 1999a; Martín et al., 1999; Ballesteros et al., 2003). 
Estos resultados sorprendieron debido a que tritordeum hexaploides no presenta genoma 
D, el cual está asociado con las propiedades viscoelásticas del trigo harinero. Por lo que se 
le atribuye tales características a variaciones en las proteínas del endospermo del genoma 
Hch. Los estudios comparativos realizados con tritordeum, triticale y trigo confirmaron que 
tritordeum presenta características similares a la del trigo harinero, pero diferentes a las de 
triticale y trigo duro o semolero. Las diferencias entre los parentales de trigo y sus 
tritordeum derivados eran más grandes en hexaploides que en tritordeum octoploides. Ya 
que en tritordeum octoploides, la presencia del genoma D parece moderar los efectos del 
genoma Hch (Álvarez et al., 1994, 1995; Martín et al., 1999). 
 En este sentido, el programa de mejora de tritordeum está dirigido a potenciar 
dichas propiedades harino-panaderas y conseguir el uso de tritordeum en la industria 
similar al del trigo harinero. Los análisis mediante electroforesis SDS-PAGE sobre las 
proteínas del endospermo, han indicado que el patrón de proteínas del anfiploide era 
resultado de la adición de los patrones de ambos progenitores. La mayoría de las proteínas 
procedentes de H. chilense son sintetizadas por locis sobre el cromosoma 1Hch, aunque 
algunas α-hordeinas son codificadas por locis sobre los cromosomas 5 Hch y 7 Hch. Se han 
encontrado hasta la fecha, seis locis sobre el cromosoma 1Hch, y más de tres variaciones 
alélicas para algunos de esos locis, los cuales influyen sobre la fuerza del gluten y por tanto 
sobre la calidad de las características harino-panaderas de tritordeum. Sin embargo, esta 
variación parece ser insuficiente para obtener tritordeum con un alto grado de calidad 
panadera, ya que sigue mostrando valores más bajos, al igual que los tritordeum iniciales, 
que el trigo harinero (Álvarez et al., 1999a; Ballesteros et al., 2003), por lo que se precisa la 
búsqueda de nuevas variantes alélicas para esos locis que pudieran ser útiles en el 
programa de mejora de tritordeum.  
Por último, como se indicó con anterioridad, una característica llamativa de las 
harinas de tritordeum tanto de hexaploides como de octoploides, es su intenso color 
amarillo debido a un mayor contenido en pigmentos carotenoides (Álvarez et al., 1994, 




1995; Martín et al., 1999; Atienza et al., 2007b). La caracterización molecular de éste rasgo, 
atribuido al genoma Hch, se desarrollará en la presente memoria de investigación. 
 
2.2. Pigmentos carotenoides. 
Entre todos los pigmentos presentes en los organismos vivos, no cabe duda de que 
los carotenoides constituyen el grupo de pigmentos más ampliamente distribuido en la 
naturaleza. Los pigmentos carotenoides están presentes en todo el Reino Vegetal, tanto en 
tejidos fotosintéticos como no fotosintéticos, en bacterias, hongos y en animales (Fraser y 
Bramley, 2004; Howitt y Pogson, 2006). Estos últimos son incapaces de sintetizarlos de 
novo, existiendo excepciones como ciertos afidos y otros insectos (Moran y Jarvik, 2010), 
por lo que deben incorporarlos a través de la dieta. Los carotenoides son moléculas 
isoprenoides de naturaleza lipídica, localizándose en estructuras de membrana de 
orgánulos vegetales especializados, cloroplastos (en tejidos verdes) o cromoplastos (en 
tejidos amarillos, naranjas o rojos), lo cual caracteriza a la célula vegetal. De forma general, 
los carotenoides se pueden encontrar en todas las partes de la planta: raíces, hojas, flores, 
frutos y semillas (Britton y Hornero-Méndez, 1997). En el Reino Animal contribuyen al color 
de numerosas aves, insectos e invertebrados marinos. En consecuencia, no solo 
intervienen en procesos esencialmente fisiológicos y de desarrollo vegetal, sino que 
además se les atribuye funciones importantes en relación a la salud y nutrición de los 
organismos consumidores, incluyendo a los humanos (Farré et al., 2010a). 
El término caroteno fue acuñado por Wackenroder en 1831 para referirse al 
pigmento naranja aislado a partir de zanahorias (Daucus carota). Posteriormente, en 1837, 
Berzelius se refería con el nombre de xantofilas al pigmento amarillo de las hojas otoñales. 
No obstante, tuvo que transcurrir bastante tiempo, hasta que en 1906 el botánico ruso 
Mikhail Tswett consiguiera separar los pigmentos de un extracto alcohólico de hojas verdes, 
inventando la cromatografía. Hacia 1929 los trabajos de von Euler, Karrer y Moore 
demostraron la relación entre los carotenoides y la vitamina A, siendo entonces cuando el 
interés por estos compuestos fue creciendo, lo que unido al desarrollo continuo de las 
técnicas analíticas ha permitido que en la actualidad se conozcan cerca de 700 formas 
estructurales (Britton et al., 2009). 
 
2.2.1. Estructura, nomenclatura y propiedades físico-químicas.  
En términos estructurales, los carotenoides presentan un esqueleto de cuarenta 
átomos de carbono (C40), derivado de la unión de dos moléculas de un intermediario de 




veinte átomos de carbono (geranilgeranil difosfato, C20) a su vez constituidas cada una por 
cuatro unidades de isoprenoide (C5), originándose fitoeno, precursor primario del amplio 
rango de carotenoides encontrados en la naturaleza. La molécula de fitoeno experimenta 
una serie de desaturaciones sucesivas (hasta cuatro), lo que produce una extensión del 
sistema de dobles enlaces conjugados, y consecuentemente del cromóforo, lo cual influye 
en sus propiedades físicas (incluyendo las cromáticas), químicas y bioquímicas. Cambios 
estructurales sucesivos, tales como ciclación de uno o de ambos extremos, hidroxilación o 
introducción de otras funciones oxigenadas, completan las reacciones que dan lugar a 
todas las estructuras de esta familia de pigmentos (Britton y Hornero-Méndez, 1997; Fraser 
y Bramley, 2004; Taylor y Ramsay, 2005). El esqueleto C40 se reduce en ocasiones en los 
llamados apocarotenoides o diapocarotenoides los cuales derivan de la pérdida de 
fragmentos de uno o de ambos extremos de la molécula. (Mínguez-Mosquera et al., 1997; 
Van den Berg et al., 2000). Los carotenoides pueden ser clasificados en dos grupos: 
carotenos, los cuales son estrictamente hidrocarburos, y xantofilas, las cuales derivan de 
los primeros y contienen funciones oxigenadas. Existen estructuras acíclicas como 
licopeno, o conteniendo un anillo de cinco o seis carbonos en uno o en ambos extremos de 
la molécula, como β-caroteno. En la Figura 20 se muestran las estructuras y el sistema de 




Figura 20. Esqueleto C40 y sistema de numeración de carotenoides. 
 
Tradicionalmente, los nombres triviales que recibían los carotenoides, se referían a 
la fuente natural de la cual habían sido extraídos. Por ejemplo, zeaxanteno aislado por 
primera vez del maíz (Zea mays), β-caroteno de las zanahorias (Daucus carota) y licopeno 
del tomate (Solanum lycopersicum). Pero debido a que este sistema no proporciona 











































































aprobada por la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC), que reflejaba 
información estructural de la molécula y además el caroteno del que deriva. La IUPAC, 
publicó en 1974 un compendio de reglas para la nomenclatura de los carotenoides (IUPAC, 
1974). En esta nomenclatura, se utilizan letras griegas para designar los grupos terminales 
que pueden estar presentes en los carotenoides (Weedon y Moss, 1995). En la Figura 21 
se muestran los siete grupos funcionales que se han encontrado en carotenoides naturales, 
y que se designan utilizando prefijos griegos:  (beta),  (gamma),  (épsilon),  (kappa),  
(chi),  (psi) y  (phi). En la Figura 22 se incluyen las estructuras de algunos carotenos y 
xantofilas comúnmente encontrados en vegetales. 
 
 
Figura 21. Estructuras químicas de grupos terminales encontrados en carotenoides. 
 
La presencia de un gran número de dobles enlaces conjugados hace posible 
numerosos isómeros geométricos (Z/E, también llamados cis/trans). La forma más 
abundante en la naturaleza es el isómero todo-trans (Chandler y Schwartz, 1987), aunque 
existen algunas excepciones, tales como la bixina en las semillas del achiote (Bixa 
orellana) o el prolicopeno, presente en algunas variedades de tomate, los cuales presentan 
enlaces en configuración Z o cis (Britton y Hornero-Méndez, 1997; Mínguez-Mosquera et 
al., 2002). Muchos carotenoides tienen centros quirales debidos a la presencia de átomos 
de carbono asimétricos (Weedon y Moss, 1995). Los compuestos pueden existir en 
diferentes formas estereoisoméricas, isómeros ópticos o enantiómeros. Los isómeros 
ópticos presentan idénticas propiedades exceptuando para su interacción con luz 
polarizada. Normalmente, los carotenoides en la naturaleza existen sólo en una de las 
formas enantioméricas posibles, debido a que la biosíntesis es enantióselectiva. Aunque 
existen excepciones como zeaxanteno en la zona de la macula del ojo humano (Bone et al., 
1993; 1997). 




Los carotenoides son moléculas lipofílicas siendo la mayoría insolubles en agua, 
exceptuando los casos en los que existen grupos funcionales altamente polares (Craft y 
Soares, 1992). En medio acuoso tienden a formar agregados o adherirse inespecíficamente 
a superficies. Son solubles en solventes orgánicos no polares como tetrahidrofurano, 
hexano, metanol, etanol, acetona, eter dietílico, etc. Uno de los factores que más influye en 
su solubilidad es la esterificación natural con ácidos grasos que presentan muchas 






















Figura 22. Carotenos y xantofilas comúnmente presentes en frutos y vegetales. 
 
 




Por otro lado, la presencia en su estructura del sistema de dobles enlaces 
conjugados es responsable de una de las características más distintivas de este grupo de 
pigmentos: la absorción de luz visible, proporcionándoles una coloración que va desde el 
amarillo pálido hasta la tonalidad rojiza (Figura 23). La cadena de polieno constituye un 
sistema rico en electrones reactivos lo cual les hace altamente susceptibles a reaccionar 
con compuestos electrofílicos. Tales reacciones son responsables de la inestabilidad de los 
carotenoides hacia condiciones oxidantes como luz o calor. En presencia de oxigeno, los 
carotenoides se autooxidan, proceso que ha sido descrito como “blanqueamiento”. La 
reacción de los carotenoides con los agentes oxidantes o radicales libres depende de la 
longitud de la cadena de polieno y de la naturaleza de los grupos terminales (Palozza y 
Krinsky, 1992; Rice-Evans et al., 1997). La posición de los máximos del espectro de 
absorción depende del número de dobles enlaces conjugados que presenta el cromóforo, 
encontrándose en la región de 400-550 nm. Dichos máximos de absorción son 
generalmente indicados con números romanos (I, II, III) (Figura 24). La introducción de un 
nuevo doble enlace conjugado dentro del cromóforo, provoca un desplazamiento 
batocrómico de 20 a 22 nm de los máximos de absorción, aunque dicho efecto depende de 
los grupos terminales que presente la molécula, y del disolvente.  
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Figura 23. Relación entre estructura (cromóforo) de pigmentos carotenoides, espectro de absorción 
de luz visible y color. 
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Figura 24. Espectro de absorción de luz ultravioleta-visible (UV-visible) típico de pigmentos 
carotenoides. 
 
Otras modificaciones estructurales frecuentes producen, por el contrario, 
desplazamientos hipsocrómicos como son la sustitución del doble enlace en el anillo β por 
un grupo 5,6-epóxido (desplazamiento de 6 a 9 nm); conversiones en medio ácido de 5,6-
epóxido a 5,8-epóxido (desplazamiento de 20 a 22 nm debido a la pérdida de un doble 
enlace conjugado en las posiciones 7 y 8), etc. Sin embargo la introducción de grupos 
hidroxilos en los anillos terminales (normalmente en los carbonos 3 y 3´) y la de grupos ceto 
no conjugados con la cadena de polieno casi no afectan a las posiciones de los máximos 
de absorción (Mínguez-Mosquera et al., 2002). La Figura 25 muestra algunos ejemplos del 
efecto de modificaciones de la estructura carotenoide y del cromóforo sobre el espectro de 
absorción UV-visible. Los isómeros cis se caracterizan por mostrar una banda de absorción 
adicional alrededor de 320-360 nm, cuya intensidad depende de la localización del enlace 
cis dentro de la molécula, resultando de mayor intensidad cuando dicho enlace se ubica en 
el centro de la molécula, como ocurre en 15-cis-β-caroteno (Liaaen-Jensen y Lutnaes, 
2008). La forma del espectro de absorción y las posiciones de los máximos, puede variar 
dependiendo de las interacciones de la molécula con los disolventes o el ambiente lipídico 
en el cual se encuentra disuelta (Britton, 1995). En general los disolventes con baja 
polaridad como hexano, éter petróleo ligero, éter dietílico, metanol o etanol tienen poco 
efecto sobre la posición de los máximos de absorción. La acetona así como los disolventes 
muy polares (como cloroformo, benceno y piridina) en cambio causan un desplazamiento 
batocrómico. En el caso de la acetona éste es de alrededor de 2 a 6 nm comparado con los 
solventes anteriores, para los muy polares el desplazamiento es relevante del orden de 10 
a 25 nm. Los carotenoides acíclicos generalmente mantienen más la estructura fina que los 




cíclicos (monocíclicos y bicíclicos). La mayoría de los cetocarotenoides, tales como 
capsanteno, donde el grupo carbonilo está conjugado con la cadena de polieno, pierden la 
estructura fina, y el espectro adopta una forma que consiste en una banda amplia con 
inflexiones muy débiles a cada lado (Goodwin, 1980). Cuando se comparan por tanto los 
espectros de absorción de distintos carotenoides, es importante no solo comparar las 
posiciones de los máximos de absorción sino además la forma y la estructura fina de tales 
espectros (definida por % III/II).  
Existen otras propiedades espectroscópicas menos frecuentes como es la 
fluorescencia y la absorción de energía en la región de infrarrojo. Un ejemplo de 
fluorescencia lo constituye el fitoflueno, el cual fluorece cuando se excita con una longitud 
de onda adecuada en torno a 350 nm. Por otro lado, la espectroscopía de infrarrojo se 
utiliza sobre todo para la obtención de información estructural, básicamente de grupos del 






























































Figura 25. Efecto de diversas modificaciones estructurales de carotenoides sobre el espectro de 








2.2.2. Presencia, distribución, localización y funciones. 
Los pigmentos carotenoides están ampliamente distribuidos entre los seres vivos, 
tanto animales como vegetales, destacando éstos últimos por su papel, casi de forma 
exclusiva, de producirlos y de presentarlos en mayores concentraciones y tipos (Weedon, 
1971; Britton et al.,1995; Britton y Hornero-Méndez, 1997; Cuttriss et al., 2011). De forma 
general, podemos decir que la distribución de carotenoides, entre los distintos grupos de 
plantas superiores, no se ajusta a un patrón único pudiendo citar ejemplos muy dispares. 
En vegetales verdes, la presencia de pigmentos sigue el modelo general asociado a la 
existencia de cloroplastos siendo -caroteno el caroteno dominante, seguido por las 
xantofilas, luteína, violaxanteno y neoxanteno relevantes en el proceso fotosintético. En 
pequeñas cantidades se encuentran zeaxanteno, -caroteno, -criptoxanteno y anteraxan-
teno. En el caso de los frutos, estas xantofilas se encuentran normalmente en mayor 
proporción. Excepcionalmente, en maíz los pigmentos dominantes son luteína y 
zeaxanteno, mientras que en mango (Mangifera indica) y caqui (Diospyros kaki) son -
criptoxanteno y zeaxanteno (Holden et al., 1999). En cambio, en tomate (Solanum 
lycopersicum), el carotenoide mayoritario resulta ser licopeno. A veces, en ciertos frutos 
ocurre que algún carotenoide, además de ser mayoritario, se limita total o casi totalmente a 
una sola especie de plantas. Tal es el caso de capsanteno y capsorrubeno, los cuales se 
encuentran casi exclusivamente en los frutos maduros del género Capsicum 
(Goodwin, 1976; Mínguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1993), confiriéndoles el 
característico color rojo. En las semillas de cereales y oleaginosas el carotenoide 
mayoritario suele ser luteína (Moehs et al., 2001; Hentschel et al., 2002). En raíces y 
tubérculos como la patata (Solanum tuberosum L.) destaca violaxanteno y luteína 
(Nesterenko y Sink, 2003), mientras que en la batata (Ipomoea batatas L.) -caroteno es el 
pigmento predominante (Hagenimana et al., 1998). En el caso de las flores los niveles de 
carotenoides pueden llegar a ser considerables, tal es el caso de los pétalos de marigold 
(Tagetes erecta L.) que pueden llegar a contener hasta 20 veces más carotenoides 
(mayoritariamente ésteres de luteína) que las hojas, siendo considerada como una de las 
mejores fuentes naturales de luteína. 
En los tejidos vegetales verdes, las xantofilas están en forma libre. Sin embargo 
como consecuencia de los procesos de senescencia de las hojas y maduración de muchos 
frutos, que coinciden con la transformación de los cloroplastos en cromoplastos, los 
pigmentos carotenoides experimentan una esterificación con diferentes ácidos grasos 
(Biswall, 1995). La esterificación no modifica las propiedades cromóforas de los 
carotenoides y se relaciona con la capacidad de la planta (principalmente frutos y flores) 




para producir y acumular pigmentos carotenoides. La evolución del perfil de esterificación 
de las xantofilas en frutos de pimiento rojo ha sido utilizada como índice de maduración de 




Figura 26. Fotografías al microscopio electrónico de cloroplastos y cromoplastos de frutos de 
pimiento verde y rojo respectivamente. 
 
 En el reino animal, los carotenoides incorporados a través de la dieta son 
depositados y/o almacenados en distintos tejidos como la piel, tejido adiposo, mácula, etc. 
Las coloraciones mediadas por pigmentos carotenoides en animales suelen estar 
asociadas a señales honestas relacionadas con el estado fisiológico y nutricional del 
animal, teniendo un papel crucial en el comportamiento sexual y éxito reproductor, 
especialmente en el proceso de selección de pareja, en la reducción de la disminución de la 
depredación y en relaciones de parasitismo (Cazzonelli, 2011). La presencia y distribución 
de carotenoides en mamíferos está muy limitada, encontrándose más patentes en 
vertebrados como aves, peces, reptiles y anfibios, y sobre todo en los invertebrados, los 
cuales muestran una gran diversidad de pigmentos carotenoides (Schiedt, 1998). En aves 
los hábitos selectivos y específicos de alimentación condicionan la asimilación de 
determinados carotenoides que pueden ser incorporados a las estructuras coloreadas, como 
plumas y tegumentos externos, bien de manera directa como en el caso del cantaxanteno en 
los flamencos (Amat et al., 2010), o una vez metabolizados y transformados en derivados con 
mayor grado de oxidación, como ocurre en el plumaje rojizo de ciertos fringílidos y 
paseriformes en los cuales se ha demostrado la presencia de equinenona, cantaxanteno y 3-
OH-equinenona, derivados del β-criptoxanteno y β–caroteno incorporados en la dieta (Blanco 
et al., 2005; McGraw et al., 2006). En los invertebrados, los carotenoides pueden asociarse 
íntimamente a proteínas dando lugar a un grupo de compuesto conocidos como caroteno-




proteínas. Dicha asociación supone una modificación de las características cromáticas del 
carotenoide, presentando coloraciones tales como el verde, azul, púrpura y gris (Zagalsky, 
1985; Krawczyk y Britton, 2001). Estos complejos se encuentran normalmente localizados 
en el exoesqueleto, así como en huevos y ovarios, lo que sugiere su participación en el 
desarrollo del animal y en la reserva de nutrientes. 
 En los vegetales, los carotenoides se localizan y acumulan en orgánulos 
subcelulares especializados, llamados plastidios, existiendo prácticamente en todos los 
tipos de plastos diferenciados, siendo especialmente relevante la presencia de éstos en 
cloroplastos y cromoplastos (Figura 26) (Howitt y Pogson, 2006). Los cloroplastos están 
presentes en todos los tejidos fotosintéticamente activos, especialmente en hojas, donde 
prácticamente todos los carotenoides se hayan presentes en forma de complejos clorofila-
carotenoide-proteína (fotosistemas PSI y PSII) a nivel de las membranas tilacoidales 
participando en el correcto ensamblaje de dichas estructuras (Paulsen, 1999; Pogson et al., 
2005). Aquí desempeñan su función básica en la naturaleza como pigmentos colectores 
accesorios de energía lumínica (pigmentos antena) en el proceso fotosintético, ya que 
debido a su espectro de absorción son capaces de capturar fotones que escapan del 
alcance de las clorofilas, de esta forma se recoge la luz en todo el rango de 450-570 nm 
(Polívka y Frank, 2010). No obstante una de las funciones con repercusión biológica más 
importante es su papel como antioxidantes y fotoprotectores evitando el daño oxidativo 
provocado por un exceso de luz en los fotosistemas (Bartley y Scolnik, 1995). La relevancia 
de tal función queda patente por los estudios fisiológicos con mutantes deficientes en tales 
mecanismos (Niyogi et al., 1998; Pogson et al., 1998; Lokstein et al., 2002). Algunos de 
estos mecanismos en los que participa activamente los carotenoides son: 1) Disipación del 
exceso lumínico mediado por una absorción no fotoquímica: ciertas xantofilas intervienen 
en dicho proceso como anteraxanteno, luteína y zeaxanteno. Éste último se integra en el 
llamado Ciclo de las Xantofilas, componente clave de este tipo de mecanismos de defensa 
vegetal (Yamamoto et al., 1962). La repercusión de las xantofilas de dicho ciclo va mas allá 
del propio equilibrio energético para la célula demostrando además un papel en el bienestar 
general del vegetal influyendo en la tolerancia a estrés abiótico, rendimiento y producción 
de frutos y semillas, etc (Davison et al., 2002; Kulheim et al., 2002). 2) Absorción de energía 
del estado triplete excitado de la clorofila. 3) Eliminación de especies reactivas de oxigeno 
(ROS) junto con otros antioxidantes como los tocoferoles y el ácido ascórbico (Sies y Stahl, 
1995). Esta actividad antioxidante también es ejercida fuera del aparato fotosintético 
evitando de forma general la peroxidación lipídica y contribuyendo al mantenimiento de la 
fluidez y termoestabilidad de las membranas (Tardy y Havaux, 1997; Havaux y Niyogi, 
1999). 




 Los cromoplastos presentes en flores y frutos maduros son los orgánulos que se 
especializan en la acumulación masiva de carotenoides. Aquí éstos actúan más bien como 
metabolitos secundarios, siendo además donde se puede encontrar una mayor variedad de 
formas estructurales (Emter et al., 1990; Vishnevetsky et al., 1999). En este tipo de 
plastidios los carotenoides se suelen acumular en estructuras ricas en lípidos, los 
plastoglóbulos, como ocurre por ejemplo en los frutos del género Capsicum y en muchas 
flores. En tomate, zanahoria y calabaza, se ha descrito también la presencia de cristales de 
carotenoides (cristaloides), principalmente carotenos, inmersos en el espacio estromático. 
Durante los procesos de maduración de frutos especialmente aquellos que son llamados 
carotenogénicos, como pimiento y tomate, acontecen una serie de cambios, con el paso de 
cloroplastos a cromoplastos, que se caracterizan por una síntesis masiva de carotenoides y 
por un cambio en el perfil cualitativo y cuantitativo (Mínguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 
1994a,b). Además, cabe destacar que en la mayoría de los casos las xantofilas 
cromoplásticas se encuentran esterificadas con diversos ácidos grasos, lo que aumenta su 
lipoficidad y facilitan su acumulación en los plastoglóbulos. La estabilidad de los pigmentos 
en frutos es importante para desarrollar su papel como antioxidantes (Merzlyak y 
Solovchenko, 2002). Aunque la función principal de los carotenoides aquí es sin duda la 
atracción de animales (insectos, aves y mamíferos) para que cooperen en la dispersión de 
las semillas y el transporte de polen y así garantizar el éxito reproductivo (Britton y Hornero-
Méndez, 1997; Schemske y Bradshaw, 1999; Howitt y Pogson, 2006). Dicha atracción es 
ejercida no solo mediante la generación del color sino también actuando como precursores 
para la síntesis de compuestos volátiles, aromáticos y de señalización para tal fin (Kaiser y 
Kraft, 2001).  
Los amiloplastos de granos de cereales y oleoplastos típicos de semillas 
oleaginosas como la colza y girasol, especializados en almacenar almidón y lípidos 
respectivamente (Kirk y Tilney-Bassett, 1978; Howitt y Pogson, 2006), pueden también 
contener en menor medida carotenoides. En semillas el papel antioxidante de carotenoides 
evita el envejecimiento de las mismas a la vez que promueven su viabilidad en procesos 
fisiológicos importantes como la germinación (Pinzino et al., 1999; Calucci et al., 2004). Los 
carotenoides en plantas sirven como sustratos para la síntesis de moléculas 
metabólicamente relevantes como son las hormonas. En este sentido destaca la síntesis en 
semillas y raices del ácido abscísico (ABA), siendo el 9’-cis-neoxanteno su precursor, y que 
está involucrado en procesos de maduración y dormancia (Nambara y Marion-Poll, 2003; 
2005), registrándose niveles superiores de ABA en estos tejidos con respecto a los 
encontrados en otras partes de la planta (King, 1976). Los niveles trazas de carotenoides 
registrados en otros tejidos, como aquellos que se encuentran preservados de la luz, 




sugiere posibles funciones relevantes para estos pigmentos en dichas zonas. En las raíces 
de Arabidopsis, tabaco y guisante se han detectado niveles trazas de neoxanteno y 
violaxanteno ubicado en los leucoplastos (Parry y Horgan, 1992). La identificación de otras 
fitohormonas como las estrigolactonas y moléculas de señalización (apocarotenoides como 
mycorradicina), las cuales son importantes para el desarrollo y funciones de las raíces, ha 
impulsado recientemente la investigación sobre carotenoides en este tipo de tejidos 
(Booker et al., 2004; Matusova et al., 2005; Van Norman y Sieburth, 2007). Los estudios 
con etioplastos de plantulas que crecen en oscuridad han demostrado también funciones 
de los carotenoides a nivel de la fotomorfogénesis y diferenciación plastídica. Los sistemas 
de membranas en etioplastos que darán lugar a las lamelas de los futuros cloroplastos 
evidencian el papel importante de las xantofilas, como luteína y violaxanteno, en los 
procesos de diferenciación plastidica (Park et al., 2002; Cutriss et al., 2007a).  
 
2.2.3. Actividades biológicas y nutricionales de los carotenoides en humanos.  
 La actividad biológica de los carotenoides, derivada de su particular y singular 
estructura molecular, presenta tres aspectos diferenciables: a) el funcional (papel esencial 
de estas moléculas al menos en condiciones definidas, destacando la actividad como 
provitamina A. b) acciones (respuestas beneficiosas o adversas, fisiológicas o 
farmacológicas ante la administración de dichos pigmentos, no se considera esencial). c) 
Asociaciones (correlaciones entre los carotenoides y algún aspecto o finalidad fisiológica o 
médica que puede o no mostrar una relación causal) (Bendich y Olson, 1989). 
 En relación a los aspectos nutricionales la única función fisiológica totalmente 
reconocida de los carotenoides es su capacidad como precursores de la vitamina A, es 
decir, poseen valor de provitamina A. La relevancia de tal función queda patente ante los 
drásticos efectos derivados de una disminución en la incorporación de provitamina A en la 
dieta, por ejemplo en poblaciones infantiles de países en desarrollo (Latham, 2002; The 
State of the World´s Children, UNICEF, www.un.org/en/mdg/summit2010). La vitamina A es 
requerida para la reproducción, desarrollo embrionario, diferenciación celular, inmunidad, 
visión etc (Von Lintig, 2010). La condición estructural para que un carotenoide presente tal 
actividad, es que posea al menos un anillo de tipo β- no sustituido. Esta condición reduce 
por tanto dicha función a pocos carotenoides por lo que podemos decir que todos los 
carotenoides con actividad provitamina A son antioxidantes pero no al revés. En este grupo 
destaca β-caroteno seguido de α-caroteno, -caroteno, -apo-8'-carotenal y β-
criptoxanteno.  
 




















Figura 27. Mecanismo de metabolización de β-caroteno en retinol por rotura central mediada por la 
enzima β-caroteno-15,15´-dioxigenasa intestinal 
 
β-Caroteno es el carotenoide que presenta mayor actividad provitamina siendo el 
único, a diferencia de los anteriores citados, que puede rendir dos moléculas de vitamina A 
o retinol, debido a su rotura simétrica central por la enzima β-caroteno-15,15´-dioxigenasa 
intestinal (Olson y Hayaishi, 1965) (Figura 27). Las investigaciones bioquímicas mas 
recientes sobre esta reacción apuntan que quizás dicho proceso no se encuentra 
restringido al intestino existiendo tejidos en los que la conversión de provitamina en 
vitamina A ocurre in situ lo que implica una mayor efectividad con respecto a los 
requerimientos de la misma (Lindquist y Anderson, 2002). Sin embargo, la bioconversión de 
provitamina A a vitamina A, no es tan efectiva, según se desprende de ensayos in vitro 
realizados en 1967 por la FAO/WHO, en los que se observó que solo un sexto del β-
caroteno ingerido es metabólicamente asimilado finalmente como vitamina A. Esto supone 
un problema para poblaciones en vías de desarrollo en los que el acceso a alimentos 
enriquecidos en vitamina A o suplementos de la misma resulta difícil. En 1974 se introdujo 
el término Equivalente de Retinol (ER) para expresar el contenido en vitamina A (1 ER = 6 
g del -caroteno + 12 g del resto de carotenoides con valor de provitamina A). 




 Durante los últimos años, los estudios epidemiológicos que asocian un efecto 
protector de los carotenoides, totales o individualmente, frente al desarrollo de 
enfermedades crónicas y degenerativas ha crecido considerablemente. Esto está basado 
en pruebas experimentales que sugieren que estos compuestos presentan acciones muy 
diversas como antioxidantes, protección frente a fotosensibilización, moduladoras de la 
respuesta inmune, inhibidoras de mutagénesis, regulación génica, modificadores de 
procesos inflamatorios y de transducción de señales en y entre células, etc (Astrog, 1997; 
Agarwal y Rao, 2000; Fernández-García et al., 2012). Esto unido a la distribución 
preferencial en determinados tejidos permite el planteamiento de mecanismos biológicos 
por los cuales estos compuestos pueden disminuir el riesgo de enfermedades crónicas 
(Krinsky, 2002). De entre las acciones citadas, es su papel como antioxidantes liposolubles 
el que se ha considerado como principal mecanismo de acción siendo investigado 
intensamente en los últimos 25 años (Handelman, 2001). No obstante, aunque la existencia 
de estudios con animales y humanos in vitro es diversa, demostrando exitosamente esta 
propiedad (Burri, 1997; Rao et al., 2006), los estudios in vivo, más escasos que los 
anteriores, no han podido reproducir lo observado exactamente in vitro (Mayne y Parker, 
1989; Albanes et al., 1995; Omenn et al., 1996).  
Con respecto a enfermedades como el cáncer, las asociaciones inversas entre 
licopeno y cáncer de próstata y β-caroteno y cáncer de pulmón han sido las más estudiadas 
aunque los resultados obtenidos parecen estar condicionados por el estado nutricional de la 
población sometida a estudio y por la dosis que se les suministra (Hathcock, 1997; Albanes, 
1999; Rao et al., 1999; Bowen et al., 2002). En el caso de las enfermedades 
cardiovasculares y otras relacionadas con el estrés oxidativo (Alzheimer, Parkinson, etc) los 
numerosos trabajos también existentes en la bibliografía muestran igualmente cierta 
controversia (Hennekens et al., 1996; Cooper et al., 1999; Voutilainen et al., 2006; Polidori 
et al., 2012). Esto hace que la tendencia sea considerar a los carotenoides más bien como 
biomarcadores de un estado de vida saludable asociado a una dieta equilibrada (Wright et 
al., 2003). Así, en su conjunto, se les considera compuestos prometedores pero no se ha 
demostrado que sean reductores de esas patologías. Sin embargo, en el caso de las 
enfermedades oculares los resultados obtenidos son más exitosos. Luteína y zeaxanteno 
son casi los únicos pigmentos presentes en la retina y cristalino (Bone et al., 1985; 
Handelman et al., 1988; Landrum y Bone, 2001; Mares-Perlman et al., 2002). La asociación 
para estos dos pigmentos en la prevención de la degeneración macular asociada a edades 
avanzadas (AMD; Age Macular Degeneration) y cataratas, se basa en su papel 
fotoprotector capaces de absorber luz azul, mejorar la agudeza visual y bloquear especies 
reactivas de oxigeno originadas en los fotoreceptores (Mares-Perlman et al., 2002; Krinsky 




et al., 2003). Estos mecanismos unidos a los estudios de suplementación con luteína en 
humanos, los cuales parecen ser más consistentes, apoyan fuertemente esta asociación. 
Diferentes protocolos de intervención en sujetos control han demostrado que la densidad 
de estos pigmentos en retina es susceptible de ser incrementada tanto por la dieta (por 
ejemplo consumo de espinacas, maíz y otros cereales enriquecidos) como mediante la 
administración de los suplementos farmaceúticos conteniendo luteína (Bone et al., 2000; 
Olmedilla et al., 2001; Beatty et al., 2004; Ahmed et al., 2005). La bioactividad de 
carotenoides también ha sido trasladada a algunos de sus apocarotenoides y metabolitos 
derivados siendo su uso en las industrias alimentarias, farmacológicas, nutraceuticas y 
nutricosméticas cada vez más extendido (Teicher et al., 1999; Bouvier et al., 2003; Pizza-
Anunciato y Alves da Rocha–Filho, 2012; Sharoni et al., 2012). 
La actividad biológica de carotenoides en humanos y otros animales, depende en 
gran medida de la eficiencia de su absorción desde la matriz alimentaria, ya que estos solo 
pueden ser adquiridos a través de la dieta (Yonekura y Nagao, 2007). Esto hace que 
conceptos como bioaccesibilidad y biodisponibilidad de carotenoides resulten realmente 
importantes. La bioaccesibilidad abarca los fenómenos de digestibilidad y asimilación, 
mientras que la biodisponibilidad comprende además el metabolismo, transporte y 
distribución de los compuestos a los tejidos dianas, y finalmente el desarrollo de la 
actividad biológica. Los pigmentos carotenoides son moléculas de naturaleza lipofílica que 
deben primero solubilizarse desde la matriz alimentaria, lo cual engloba también eventos de 
hidrólisis enzimática, seguido de una fase de micelarización (digestibilidad). Esta última 
hace referencia a la incorporación dentro de micelas, agregados moleculares que 
trasportan material liposoluble, para ser potencialmente accesibles por el epitelio intestinal. 
El grado de procesamiento del alimento es relevante para esta fase ya que procesos como 
homogenización, tratamientos térmicos, así como la adición de grasas durante dicho 
procesado incrementan la efectividad de la micelarización (Van het Hof et al., 1998; 
Hornero-Méndez y Mínguez-Mosquera, 2007). Otro factor a tener en cuenta es la propia 
estructura del carotenoide, siendo la presencia de grupos hidroxilos y de ésteres 
características estructurales que facilitan también el proceso de micelarización. La 
bioaccesibilidad de carotenoides es así limitida y condicionada por diferentes factores, 
principalmente el grado de procesamiento del alimento y la composición de la matriz 
(Fernández-García et al., 2012). La captación por parte del enterocito del contenido micelar, 
incluyendo los carotenoides, se ha supuesto que ocurre mediante un mecanismo de 
difusión facilitada (Parker, 1996; Parker et al., 1999). Una vez que este material es 
internalizado por las células epiteliales del intestino (absorción o asimilación) es entonces 
empaquetado en lipoproteínas denominadas quilomicrones. Éstas son excretadas al 




sistema linfático, pudiendo llegar al hígado, donde pueden ser almacenadas, o 
reexcretadas hacia la circulación como lipoproteínas de muy baja densidad (VLDLs). Las 
VLDLs una vez en circulación se transforman secuencialmente primero en lipoproteínas de 
baja densidad (LDLs) y finalmente en lipoproteínas de alta densidad (HDLs). La 
acumulación de los carotenoides en los distintos tejidos depende de receptores en los 
mismos para ambos tipos de lipoproteínas. Todos estos fenómenos y factores reguladores 
de los mismos, son obviados en la mayoria de estudios realizados al respecto en los que se 
evalúan la cantidad de carotenoide presente finalmente en plasma tras ingerir una dosis 
determinada o suplemento. Esto implica una pérdida de información relevante acerca del 
metabolismo carotenoide in vivo. Procesos experimentales in vitro, que simulan las 
condiciones fisiológicas y eventos bioquímicos que acontecen durante la digestión, son 
empleados de manera rutinaria para el estudio y evaluación de los factores que 
condicionan la biodisponibilidad de los pigmentos carotenoides a partir de los alimentos y 
su correlación con los efectos sobre la salud humana (revisado recientemente por 
Fernández-García et al., 2012). 
 
2.2.4. Bioquímica de la carotenogénesis en plantas. 
Los carotenoides son compuestos isoprenoides que son sintetizados por una de las 
ramas de la gran ruta isoprenoide. Se encuentran por tanto biosintéticamente relacionados 
a otros isoprenoides como son las giberelinas, tocoferoles, clorofilas y fitoquinonas (Figura 
28). En plantas superiores, son sintetizados en los plastos a expensas de enzimas 
codificadas a nivel nuclear (Cunningham y Gantt, 1998; Hirschberg, 2001). La ruta 
biosintética fue descifrada en los años sesenta, usando experimentos bioquímicos clásicos, 
mediante inhibidores específicos y mutantes bloqueados en ciertos pasos de la ruta. A 
principios de los años setenta, se desarrollaron experimentos en sistemas in vitro, que 
permitieron el inicio del estudio de las enzimas carotenogénicas. Desafortunadamente, las 
dificultades prácticas en relación a la estabilidad de dichas enzimas, sobre todo las 
integradas en membranas, impidieron en la mayoría de los casos purificarlas de forma 
activa (Bramley, 1985). Más recientemente, con el desarrollo y avance de las técnicas 
genéticas moleculares modernas y el uso de bacterias como sistemas modelos, se ha 
facilitado el aislamiento de genes, haciendo posible la complementación funcional in vivo, la 
caracterización de las correspondientes enzimas recombinantes y la creación de plantas 
transgénicas, lo cual ha permitido un avance sobre el conocimiento de la ruta, su 
regulación, así como las identificación detallada de las enzimas que participan en la 
carotenogénesis (Sandmann, 1994; 2001a; Hirschberg et al., 1997). En la actualidad, los 




principales genes que codifican las enzimas de la ruta de biosíntesis de carotenoides en 

































Figura 28. Esquema general de la biosíntesis de isoprenoides. 
 
 
2.2.4.1. Biosíntesis de carotenoides. Genes y enzimas implicados. 
La base estructural que comparten todos las moléculas isoprenoides es el 
compuesto isopentenil difosfato (IPP) con 5 átomos de carbono. Las plantas se 
caracterizan por poseer dos rutas independientes para la producción de tal precursor 
(Bouvier et al., 2005). La producción de IPP puede ocurrir en el citosol a través de la ruta 
del ácido mevalónico (MVA), para generar principalmente isoprenoides mitocondriales, o en 
los plastidios a partir de la ruta de la deoxixilulosa-5-P o la recientemente denominada ruta 
MEP (metileritritol-4-P) (Lichtenthaler et al., 1997; Lichtenthaler, 1999; Rodríguez-
Concepción y Boronat, 2002; Hunter, 2007; Rodríguez-Concepción, 2010). La mayoría de 
los estudios evidencian que precursores primarios de la biosíntesis de carotenoides se 




generan fundamentalmente mediante la ruta MEP (Estévez et al., 2001; Botella-Pavía et al., 
2004; Enfissi et al., 2005; Carretero-Paulet et al., 2006) aunque se tienen evidencia de que 
puede existir un pequeño aporte de precursores derivados del ácido mevalónico hacia los 
plastos (Nagata et al., 2002; Rodríguez-Concepción et al., 2004). No obstante, es su 
isómero alílico el dimetilalilpirofosfato (DMAPP) el sustrato inicial activado para la formación 
de compuestos poliisoprenoides de cadena larga como el geranilgeranilpirofosfato (GGPP). 
En la Figura 29 se muestra un esquema de la biosíntesis de carotenoides en planta.  
La primera reacción de la ruta MEP comprende la condensación de gliceraldehido-3-
P con (hidroxietil) tiamina derivada de piruvato dando lugar a 1-deoxy-D-xilulosa-5-P (DXP) 
por concurso de la enzima DXP sintasa (DXS) (EC 2.2.1.7). El siguiente paso genera la 
síntesis de metileritritol-4-P (MEP) mediante un reordenamiento intramolecular y una 
reducción de DXP catalizada por la enzima DXP reductoisomerasa (DXR) (EC 1.1.1.267). 
Posteriormente un total de cuatro reacciones consecutivas producen, empleando MEP 
como precursor, 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato (HMBPP) mediante el concurso de la 
HMBPP reductasa (HDR) (EC 1.17.1.2) genera finalmente una mezcla de IPP y DMAPP en 
proporción 5:1 (Phillips et al., 2008a; Rodríguez-Concepción, 2010; Ruiz-Sola y Rodríguez-
Concepción, 2012). Todas las enzimas citadas con anterioridad son codificadas por genes 
nucleares y dirigidas mediante péptidos señal a los plastos (Rodríguez-Concepción y 
Boronat, 2002; Bouvier et al., 2005). A diferencia de la mayoría de éstas, que están 
codificadas por un único gen, las plantas parecen poseer pequeñas familias génicas que 
codifican para isoformas de DXR, DXS y HDR (Walter et al., 2002; Paetzold et al., 2010). El 
DMAPP no solo se produce directamente por la ruta MEP en plastos, sino también puede 
ser generado por isomerización por la enzima IPP isomerasa (IDI) (EC 5.3.3.2) existiendo 
para su producción dos genes en plantas. Ésta parece ser esencial en la producción de 
precursores isoprenoides en el citosol pero no tanto en plastos (Bach, 1995; Phillips et al., 
2008b; Joyard et al., 2009) (Figura 30). 







































































Figura 29. Esquema general de la carotenogénesis en plantas superiores. PSY, fitoeno sintasa; 
PDS, fitoeno desaturasa; ZDS, ζ-caroteno desaturasa; ZISO, ζ-caroteno isomerasa; CRTISO, 
caroteno isomerasa; LCYE, licopeno-ε-ciclasa; LYCB, licopeno-β-ciclasa; BCH, β-caroteno 
hidroxilasa; ECH, ε-caroteno hidroxilasa; ZEP, zeaxanteno epoxidasa; VDE, violaxanteno 
deepoxidasa; NXS, neoxanteno sintasa; NCED, 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa. 
















































































Figura 30. Ruta MEP (2-C-metil-DEritriol-4-fosfato). Biosíntesis de los precursores IPP (isopentenil 
difosfato) y DMAPP (dimetil alilo difosfato) de la ruta de los isoprenoides en plantas superiores. 
 
La adición secuencial de 3 moléculas de IPP a una de DMAPP a través de 
condensaciones cabeza-cola, entre los carbonos 1 y 4 de ambos compuestos, catalizado 
por prenil transferasas y GGPP sintasa (GGPS) (EC 2.5.1.29), da lugar a geranilgeranil 
pirofosfato (GGPP) (Ogura et al., 1997) (Figura 31). Los estudios pioneros con pimiento o 
tomate han contribuido a la caracterización completa de dicha enzima tratándose de un 
homodímero soluble (Dogbo y Camara, 1987; Römer et al., 1993). La presencia de varios 
genes que codifican para posibles GGPS en la mayoría de las plantas, sugiere el concurso 
de isoenzimas distintas en la producción de grupos específicos de isoprenoides (Okada et 
al., 2000; Lange y Ghassemian, 2003).  
La primera etapa específica de la síntesis de carotenoides, y considerado como uno 
de los puntos principales de regulación, es la condensación cola-cola de dos moléculas de 
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) para dar lugar a 15-cis-fitoeno, considerado como el 
primer producto de la ruta, presentando el característico esqueleto de cuarenta átomos de 
carbono de los carotenoides (Figura 32). Dicha reacción trascurre a través de un 
intermediario, prefitoeno difosfato, el cual es análogo al preescualeno difosfato en la 
biosíntesis de esteroles.  
 
























Figura 31. Síntesis de geranilgeranil difosfato (GGPP) por acción de preniltransferasas y 
geranilgeranil difosfato sintasa (GGPS).  
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Figura 32. Síntesis de fitoeno por condensación de dos moléculas de geranilgeranil difosfato (GGPP) 
por acción de fitoeno sintasa (PSY). 
 
Fitoeno es un producto sin color, el cual generalmente no se suele acumular en los 
tejidos (Howitt y Pogson, 2006), aunque esta afirmación debería ser revisada al existir 
pocos datos cuantitativos al respecto. Esta reacción es catalizada por la enzima fitoeno 
sintasa (PSY) (EC 2.5.1.32), la cual se encuentra muy conservada entre arqueas, bacterias 




y organismos eucarióticos (Sandmann, 2002). Aunque en trabajos iniciales de purificación 
de dicha enzima realizados a partir de cromoplastos de pimientos (Dogbo et al., 1988), se 
obtuviera una fracción soluble, modelos más recientes propuestos de la ruta en uno de los 
frutos más estudiados como es el tomate, apuntan a que dicha enzima podría encontrarse 
formando parte de un complejo con las enzimas isoprenoides IPP isomerasa y GGPP 
sintasa asociado pero no integrado a membranas cloroplasticas y cromoplasticas (Fraser et 
al., 2000). Li et al. (2008a) detectaron mediante el empleo de anticuerpos específicos para 
PSY a la enzima asociada a la envoltura de membrana de amiloplastos de maíz así como 
Welsch et al. (2000) la detectaron en las membranas tilacoidales de cloroplastos maduros. 
En varias especies vegetales como tabaco (Busch, et al., 2002), tomate (Bartley y Scolnik, 
1993; Fray y Grierson, 1993; Fraser et al., 1999) o cereales (Palaisa et al., 2003; Gallagher 
et al., 2004; Li et al., 2008b; Welsch et al., 2008) se ha demostrado que fitoeno sintasa es 
codificada por más de un gen, observándose una expresión diferencial en los tejidos. La 
existencia de isoformas específicas de tejidos, y los cambios en los requerimientos 
bioquímicos de la enzima, como los cofactores, refleja la importancia de esta enzima y su 
papel regulatorio en la carotenogénesis (Fraser et al., 2000).  
 Cuatro reacciones de desaturación consecutivas en las posiciones 11-12,11´-12´,7-
8 y 7´-8´, derivan en el paso de fitoeno a licopeno, introduciendo en cada etapa un nuevo 
doble enlace, con la consecuente extensión del cromóforo. Esta extensión del cromóforo se 
traduce en que la zona de absorción máxima de luz visible se desplace hacia longitudes de 
onda mayores, intensificándose la tonalidad roja del producto, licopeno, con once dobles 
enlaces conjugados en su estructura y con máximos de absorción entre 470–500 nm 
(Figuras 33 y 34). La producción de licopeno cursa con tres intermediarios fitoflueno, ζ-
caroteno y neurosporeno. Estas reacciones de desaturación están catalizadas en plantas 
por dos enzimas, cada una codificadas por un único gen, fitoeno desaturasa sintasa (PDS) 
y ζ-caroteno desaturasa (ZDS). Ambas enzimas son similares tanto estructuralmente como 
funcionalmente, presentando dominios de unión a FAD/NADP en el extremo amino 
terminal. Las investigaciones realizadas sobre la ubicación de dichas enzimas las situan 
practicamente integradas en la membrana tilacoidal (Linden et al., 1993; Lopez et al., 
2008a) estando la desaturación ligada a una cadena de trasporte electrónico redox 
(Nievelstein et al., 1995), lo que implica el concurso de plastoquinonas (Norris et al., 1995) 
y una oxidasa terminal plastidica como aceptoras de electrones (Carol y Kuntz, 2001). 





















Figura 33. Formación de licopeno a partir de fitoeno por acción de desaturasas (fitoeno desaturasa, 
PDS; ζ-caroteno desaturasa, ZDS). 
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Figura 34. Efecto de la extensión del cromóforo, espectro de UV-visible y color como consecuencia 
de las desaturaciones sucesivas mediadas por fitoeno desaturasa (PDS) y ζ-caroteno desaturasa 
(ZDS). d.e.c.: dobles enlaces conjugados. 
 
 




Fitoeno existe predominantemente como isómero cis, sin embargo, licopeno y los 
demás carotenoides coloreados se encuentran en la naturaleza generalmente como 
isómeros trans, por lo que se asume que existen etapas de isomerización cis–trans en la 
secuencia de desaturación. El producto de la primera desaturación es isomerizado por luz y 
por la recientemente identificada ζ-caroteno isomerasa (Z-ISO) aunque ésta más bien 
cobra protagonismo en tejidos no fotosintéticos (Li et al., 2007; Chen et al., 2010). ζ-
Caroteno isomerasa es codificada en la mayoría de las plantas por un único gen, aunque 
en el caso de Arabidopsis se ha descrito la existencia de trascritos alternativos. A su vez, y 
en paralelo a la actividad ζ-caroteno desaturasa, actúa una segunda isomerasa, 
denominada CRTISO, siendo al parecer su actividad reemplazada también por la luz en 
tejidos verdes, lo que la hace por tanto indispensable para la biosíntesis de carotenoides en 
tejidos como raíces o semillas en germinación. El genoma vegetal porta dos genes para la 
síntesis de tal enzima la cual se encuentra relacionada estructuralmente a las fitoeno 
desaturasas de bacterias, CRTI. Se han encontrado ortólogos de gen CRTISO en 
Arabidopsis y cianobacterias donde parecen que presentan una función similar (Sandmann, 
2002; 2009; Ishikawa et al., 2009). Trabajos en tomate con mutantes recesivos del locus 
tangerine han permitido una mayor caracterización de dicho polipeptido al que se ha 
clasificado dentro de la familia de las desaturasas de carotenos, aunque el mecanismo de 
isomerización sigue aún sin estar totalmente esclarecido (Isaacson et al., 2002; 2004). Las 
últimas investigaciones apuntan a que la enzima requiere la presencia de un cofactor unido 
en su forma reducida, flavin adenina dinucleótido (FAD), aunque la reacción no trascurre 
con cambios redox netos (Yu et al., 2011).  
La siguiente etapa de la ruta implica la ciclación de los extremos de la molécula de 
licopeno, permitiendo diferenciar dos ramas, por un lado la rama β,β la cual da lugar a la 
formación de β-caroteno y sus derivados (β-criptoxanteno, zeaxanteno, anteraxanteno, 
violaxanteno, neoxanteneo y otros), y por otro la rama β,ε la cual genera α-caroteno y sus 
derivados (α-criptoxanteno y luteína) (Figura 35). La ciclación consiste en la formación de 
un anillo de seis carbonos en un extremo o en ambos del precursor acíclico, y que en 
plantas suele ser licopeno. Se distinguen dos tipos de anillos terminales, anillo ε y β, los 
cuales se diferencian por la posición de un doble enlace dentro del anillo (ver Figura 21). El 
tipo de anillo formado dependerá de la naturaleza de la enzima ciclasa involucrada. En 
general, la ciclación supone una reducción de la longitud de onda de máxima absorción, 
alterándose sus características cromáticas puesto que el doble enlace integrado en el anillo 
β no participa en el cromóforo con la misma intensidad que el resto de enlaces conjugados 
de la cadena central, y en el caso del doble enlace del anillo ε la conjugación del mismo se 
pierde durante la ciclación (Britton, 1995). El aislamiento y complementación funcional en 




E. coli ha revelado la existencia en plantas superiores de dos tipos de ciclasas, licopeno-β-
ciclasa (LYC-β) y licopeno-ε-ciclasa (LYC-ε), que generan anillos β y ε, respectivamente. 
Licopeno-β-ciclasa puede catalizar la introducción de dos anillos β de forma consecutiva 
dando lugar a β,β-caroteno, pero la licopeno-ε-ciclasa solo puede incorporar un anillo ε en 
uno de los extremos para formar δ-caroteno antes de que un anillo β sea añadido al otro 
extremo por la β-ciclasa para formar α-caroteno (β,ε-caroteno) (Cunningham y Gantt, 1998; 
Fraser y Bramley, 2004). Una excepción interesante ocurre en ciertas especies de lechuga 
(Lactuca sativa) que producen en cantidades apreciable el carotenoide lactucaxanteno 
(3,3’-dihidroxi-ε,ε-caroteno), el cual presenta dos anillos ε (Phillip y Young, 1995; 
Cunningham y Gantt, 2001). Debido a la existencia de heterodímeros de LYC-β en 
bacterias Gram-positivas se piensa que la enzima de plantas también actúe en forma 
dimérica. Cabe destacar, que las xantofilas características del pimiento, capsanteno y 
capsorrubeno, contienen un anillo ciclopetano inusual (anillo κ) originado por 
reorganización pinacólica de los grupos terminales de tipo 3-hidroxi-5,6-epoxi- de los 
pigmentos anteraxanteno y violaxanteno. Dicha reacción es llevada a cabo por la 
capsanteno-capsorrubeno sintasa (CCS) la cual presenta alta homología de secuencia con 
licopeno-β-ciclasa (Bouvier et al., 1994; Hugueney et al., 1995). Todas estas ciclasas, 
incluida la CCS, presentan en su secuencia un motivo de unión FAD/NAD(P) en el extremo 
amino terminal del polipéptido maduro aunque las reacciones que median no conllevan 
cambio redox (Hornero-Méndez y Britton, 2002; Mialoundama et al., 2010; Yu et al., 2010). 
Los estudios sobre estas ciclasas vegetales son diversos en la bibliografía disponiéndose 
de datos sobre isoformas de la enzima como las dos que existen en tomate, la LCY-B 
específica de tejidos verdes (Pecker et al., 1996) y la CYC-B atribuida solo a tejidos 
cromoplasticos (Ronen et al., 2000; Alquezar et al., 2009). Sin embargo para el caso de 
otras especies vegetales como maíz y Arabidopsis al igual que para la LYC-ε se trata de 
polipéptidos codificados por un único gen (Lange y Ghassemian, 2003; Bai et al., 2009).  
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Figura 35. Ciclación de los extremos de la molécula de licopeno por acción de licopeno-β-ciclasa 
(LYCB) y licopeno-ε-ciclasa (LYCE). Origen de las ramas β,β y β,ε de la ruta carotenogénica. 
 
Los últimos pasos de la ruta implican la generación de funciones oxigenadas, como 
hidroxilaciones, epoxidaciones, de-epoxidaciones y otras modificaciones estructurales en 
los extremos, incluyendo esterificación con ácidos grasos asociada a la presencia de 
cromoplastos, para dar lugar a las xantofilas, las cuales comprenden la mayoría de los 
pigmentos carotenoides presentes en plantas. Las xantofilas de plantas presentan la 
funciones oxigenadas en forma de grupo hidroxilo en la posición 3 y 3’ o como grupo 
epóxido entre la posición 5,6 de un anillo β. Las hidroxilaciones en los anillos β y ε son 
llevadas a cabo por diferentes enzimas: β-hidrolasas y ε-hidrolasas, respectivamente. La 
acción de esas dos enzimas en la rama β,ε resulta en la formación de luteína (3,3´-
dihidroxi-β,ε-caroteno). En la rama β,β, la β-hidrolasa actúa en dos pasos para producir β-
criptoxanteno y posteriormente zeaxanteno (3,3´-dihidroxi-β,β-caroteno). Es este último tipo 
de hidrolasas y en particular una clase de ellas (tipo BCH, β-hidrolasas monooxigenasas 
dihierro), las que más se han estudiado siendo clonadas y caracterizadas desde una 
variedad de fuentes como Arabidopsis, tomate o pimiento (Sun et al., 1996; Bouvier et al., 
1998). Se tratan de monooxigenasas dependientes de ferredoxina y requieren dos átomos 
de hierro no hemo para su actividad. El análisis de secuencia comparándolas con las β-




hidrolasas bacterianas revela la existencia de motivos en hélice sugiriendo una localización 
transmembrana para estas proteínas (Sun et al., 1996). Los genes BCH están codificados 
en plantas por pequeñas familias génicas (Kim et al., 2009) mostrando un patrón de 
expresión específico dependiendo del tipo de tejido del que se trate. Tanto las ε-hidrolasas 
(ECH) como la segunda clase de β-hidrolasas recientemente caracterizadas (tipo CYP97) 
se han identificado como integrantes de la familia de proteínas del citocromo P450. Estas 
enzimas llevan a cabo un mecanismo enzimático distinto al realizado por las β-hidrolasas, 
descritas con anterioridad, catalizando las hidroxilaciones en ambos anillos (α y β) (Tian et 
al., 2004; Kim y Dellapenna, 2006). Este tipo de hidroxilasas pertenece al grupo más amplio 
de proteínas en plantas superiores las cuales median funciones muy diversas (Werck-
Reichhart et al., 2002). En Arabidopsis se han descrito tres conjuntos de familias génicas 
de las CYP97 la CYP97A, CYP97B y CYP97C las cuales presentan ciertas diferencias en 
su especificidad por sustrato (Kim et al., 2009; 2010a).  
Perteneciente a la misma familia que las BCH se encuentran las β-caroteno-4-
oxigenasas o cetolasas. Los carotenoides con grupos cetos en la posición 4 de los anillos 
están ampliamente distribuidos en la naturaleza aunque raramente en plantas superiores, 
existiendo muy pocas especies que los presentan y en niveles relativamente bajos 
(Czeczuga, 1987; Goodwin, 1980; Cunningham y Gantt, 2005). En este sentido la adición 
de un grupo ceto en la posición 4 de uno o de ambos anillos al β-caroteno produce 
respectivamente equinenona y cantaxanteno. Otro ejemplo conocido de esta clase de 
pigmentos es astaxanteno, el cual además posee dos grupos hidroxilos en su estructura, 
los cuales deben ser sintetizados con posterioridad a la de los grupos cetos según se 
desprende de trabajos realizados con el alga Haematococcus pluvialis (Lotan y Hirschberg, 
1995). 
Luteína es el producto final de la rama β,ε, mientras que zeaxanteno puede ser 
modificado por epoxidación para producir violaxanteno, el cual se genera por la 
introducción de un grupo 5,6-epoxido en ambos anillos β. Esta reacción, catalizada por la 
zeaxanteno epoxidasa (ZEP), transcurre con el intermediario monoepoxidado, 
anteraxanteno. Se trata de una reacción redox que requiere de ferredoxina reducida y es 
reversible, de tal manera que bajo ciertas condiciones de estrés lumínico, la violaxanteno 
de-epoxidasa (VDE), puede catalizar la de-epoxidación de violaxanteno produciendo de 
nuevo zeaxanteno (Büch et al., 1995; Bouvier et al., 1996). Estas reacciones son conocidas 
bajo el nombre de Ciclo del Violaxanteno o Ciclo de las Xantofilas (Yamamoto et al., 1962). 
Este sistema, como se indicó anteriormente, se relaciona directamente con la capacidad de 
zeaxanteno para actuar como protector frente al daño oxidativo ocasionado por un exceso 
lumínico en el aparato fotosintético (Niyogi et al., 1998; Niyogi, 1999). Ambas enzimas se 




encuentran separadas por las caras opuestas de la membrana tilacoidal. VDE se ubica en 
la cara del lumen tilacoidal y ZEP en la cara estromática (Hieber et al., 2000; Yamamoto, 
2006). Las secuencias aminoacídicas tanto de la ZEP como de la VDE indican que son 
proteínas miembros de la lipocalinas vegetales, grupo de proteínas que generalmente unen 
y transportan moléculas hidrofóbicas pequeñas, siendo en este caso ambas proteínas, una 
excepción en dicho grupo al presentar actividades enzimáticas (Hieber et al., 2000). En 
plantas la VDE es generalmente codificada por un único gen mientras que para ZEP en 
algunas plantas existen pequeñas familias génicas (Ruiz-Sola y Rodríguez-Concepción, 
2012). Este aspecto es consistente con el papel relevante de esta última enzima, como se 
ha visualizado del análisis de mutantes deficientes en la síntesis de ABA, implicando un 
papel para ésta en la regulación de la generación de los respectivos precursores de la 
hormona (Rock y Zeevaart, 1991; Niyogi et al., 1998). 
Violaxanteno origina posteriormente neoxanteno por concurso de la neoxanteno 
sintasa (NXS). Se trata del último carotenoide que se origina por la ruta biosintética clásica 
en plantas. Es codificada generalmente por un único gen el cual se ha caracterizado en 
patata (Al Babili et al., 2000), tomate (Bouvier et al., 2000) y Arabidopsis (North et al., 
2007). La caracterización genética de mutantes deficientes en ABA, como se ha indicado 
antes, ha permitido revelar el papel de los carotenoides, violaxanteno y neoxanteno, como 
precursores de esta hormona, directamente implicada en el control de la maduración de 
semillas y respuesta de las plantas a determinados factores de estrés, como el hídrico. La 
rotura de dichos carotenoides en el doble enlace 11,12 catalizada por la 9-cis-
epoxicarotenoide-dioxigenasa (NCED), perteneciente a la familia de dioxigenasas de 
carotenoides (CCDs; carotenoid cleavage dioxigenasa), produce xantoxina la cual es un 
sustrato directo de dicha hormona (Schwartz et al., 1997; Tan et al., 1997). 
 
2.2.4.2. Control de la carotenogénesis: aspectos regulatorios. 
A pesar de los avances espectaculares en ingeniería metabólica aplicados a la 
carotenogénesis en plantas, lo cual ha ayudado a descifrar aspectos de la regulación de la 
misma, todavía queda mucho por hacer en relación a este aspecto y a la acumulación de 
carotenoides en los tejidos vegetales. Hasta la fecha, existe un cierto consenso entre los 
científicos admitiendo por una parte el papel relevante de la luz en dicho control y por otra 
la existencia de mecanismos regulatorios distintos a los que operan en tejidos fotosintéticos 
en flores, frutos y semillas (Cunningham, 2002; Zhu et al., 2010). Dicha regulación hay que 
considerarla como un proceso ligado e integrado en el desarrollo y metabolismo plastidial 
(Bramley, 2002; Sandmann et al., 2006), es decir, en definitiva a través del ciclo de la 




planta (Lu y Li, 2008; Cazzonelli y Pogson, 2010) y en respuesta a estímulos 
medioambientales. A continuación se citan los aspectos regulatorios en relación a la 
biosíntesis de carotenoides (Figura 36). Los aspectos relativos al catabolismo y 
acumulación de carotenoides en los tejidos vegetales, una vez sintetizados éstos, serán 
citados en el siguiente apartado. 
Como punto de partida las revisiones sobre regulación de la ruta de 
carotenogénesis describen con frecuencia los aspectos que atañen al flujo de metabolitos a 
través de la misma es decir los llamados cuellos de botella. El suministro de precursores 
isoprenoides es considerado el primer punto de control (Cunningham, 2002; Rodríguez-
Concepción, 2010; Hannoufa y Hossain, 2012). Así, las enzimas DXS, DXR y HDR se 
consideran relevantes en el control del flujo de IPP y DMAPP (Estévez et al., 2001; Botella-
Pavía et al., 2004; Carretero-Paulet, et al., 2006). No obstante, la canalización de tales 
precursores se encuentra controlado por los niveles de PSY y su actividad (Rodríguez-
Villalón et al., 2009a). Esta es quizás la enzima que ejerce un mayor control dentro de la 
propia ruta (Figura 36). Numerosos experimentos de sobreexpresión del gen psy en 
diversos cultivos se traducen en un aumento en el contenido de carotenoides (Shewmaker 
et al., 1999; Fray et al., 1995; Lindgren et al., 2003; Paine et al., 2005; Maass et al., 2009); 
los referentes a respuestas transcripcionales frente a factores como la luz, temperatura, 
fotoperiodo, ABA, desarrollo, estrés abiótico y biótico, etc; así como, según se indicó con 
anterioridad, la existencia de distintas isoformas manifestando una expresión diferencial en 
los distintos tejidos vegetales (Li et al., 2008a,b; Welsch et al., 2000; 2008; Arango et al., 
2010) permiten afianzar tal suposición. Las isomerizaciones de dobles enlaces cis a trans 
llevadas a cabo por las isomerasas (Z-ISO y CRTISO) parecen ser otro punto importante de 
regulación de la carotenogénesis. En tejidos no fotosintéticos tienen una actividad 
imprescindible. El papel de CRTISO resulta relevante para la producción de all-trans-
licopeno (Park et al., 2002; Matthews et al., 2003). La ciclación de licopeno, y la 
correspondiente bifurcación de las ramas β,β y β,ε comprende otro cuello de botella 
(Pogson et al., 1996; Cunningham, 2002). Las actividades relativas de las ciclasas (β y ε-
ciclasas), se ha apuntado como un parámetro que modula la composición de β,β- y β,ε-
carotenoides sintetizados en un tejido determinado. Esto ha sido demostrado en algunas 
especies como tomate (Apel y Bock, 2009), patata (Diretto et al., 2006), semillas de colza 
(Yu et al., 2008) y maíz (Bai et al., 2009). Además, las hidroxilasas también cobran 
importancia desde el punto de vista regulatorio, siendo dianas en programas de selección 
vegetal destinados a la mejora nutricional del cultivo o adaptación del mismo a las 
condiciones ambientales (Vallabhaneni et al., 2009; Quinlan et al., 2012).  




El primer nivel de regulación de la carotenogénesis lo conforman los mecanismos o 
factores que influyen en la transcripción de los genes carotenogénicos. En general los 
genes biosintéticos de carotenoides se expresan en alto nivel en tejidos fotosintéticos, 
flores y frutos siendo su expresión considerablemente más baja en tejidos preservados de 
la luz, raíces, semillas, etc, lo cual es consistente con los bajos niveles de pigmentos que se 
suelen encontrar en las dos últimas situaciones. En cultivos como cereales el control a nivel 
genético se complica debido a la poliploidia y a eventos de duplicación génica de sus 
genomas (Gallagher et al., 2004). La variación alélica, el splicing alternativo, así como la 
expresión diferencial de isoformas génicas son reflejo de esto (Li et al., 2008a; Howitt et al., 
2009; Singh et al., 2009) Los procesos de desarrollo de frutos y flores así como los de 
fotomorfogénesis llevan consigo una actividad y alteración transcripcional importante de los 
genes biosintéticos (Corona et al., 1996; Sandmann et al., 2006). Hoy en día no cabe duda 
que los mecanismos de regulación transcripcional o expresión diferencial de genes son los 
responsables de las variaciones en el perfil de pigmentos carotenoides en diferentes 
especies, como por ejemplo la acumulación de licopeno durante el desarrollo del fruto del 
tomate (Fraser et al., 1994; Ronen et al., 1999; 2000), o los niveles altos de luteína en las 
flores de Marigold (Tagetes erecta) derivados de los aumentos en los transcritos de lec y 
bch (Moehs et al., 2001). Muchos de los incrementos de trascritos de genes de esos 
procesos de desarrollo son inducidos por la luz (revisado por Pizarro y Stange, 2009). El 
ejemplo, no obstante, más conocido de la fotoestimulación de la expresión génica ocurre en 
la des-etiolación o la llamada fotomorfogénesis. Dicho proceso supone todo una serie de 
cambios en los que los genes carotenogénicos pasan de la no expresión o expresión basal 
a una actividad transcripcional considerable. Un mecanismo elegante para explicar dicha 
regulación ha sido propuesto por Toledo-Ortiz et al. (2010). Otras regulaciones a este nivel 
son las moduladas por el reloj circadiano produciéndose oscilaciones en los trascritos en 
función del momento del día (Facella et al., 2008; Fukushima et al., 2009). Otros 
mecanismos a este nivel son los epigenéticos. Los trabajos sobre regulación del gen 
CRTISO y la enzima metiladora de histonas SDG8 de autores como Cazzonelli et al. 
(2009a,b,c; 2010) son representativos.  
Aunque la transcripción controlada de genes coordinada con los procesos de 
desarrollo (diferenciación de etioplasto a cloroplasto, de cloroplasto a cromoplasto, etc) 
parece ser el principal mecanismo regulatorio de la carotenogénesis no es el único 
(Hirschberg, 2001; Zhu et al., 2010) existiendo una regulación postranscripcional. Esto hace 
que ciertos trabajos de correlación entre expresión génica y metabolitos generen resultados 
negativos (Laule et al., 2003). Dentro de éstos se engloban los aspectos de 
almacenamiento y recambio de pigmentos, asi como los que conciernen a los niveles de 




actividades enzimáticas. La luz vuelve a tener un impacto importante sobre las enzimas de 
la ruta (Figura 36). La luz actua modificando e induciendo la actividad de enzimas que 
dependen del estado redox (Büch et al., 1995; Schürmann y Jacquot, 2000), como las 
integrantes del Ciclo de las Xantofilas (Hager y Holocher, 1994; Bratt et al., 1995), y 
alterando los niveles de las isomerasas (Bartley et al., 1999; Li et al., 2007) en los tejidos 
fotosintéticos. Otros aspectos a nivel de regulación de la actividad enzimática es la 
asociación de las mismas a membranas, siendo esta circunstancia especialmente 
necesaria para ejercer su actividad, así como para la correcta canalización y flujo de los 
distintos metabolitos por los complejos multienzimáticos de los que se supone que 
conforman la ruta carotenogénica (Ruiz-Sola y Rodríguez-Concepción, 2012).  
Finalmente otros conjunto de mecanismos muy descritos en la bibliografía son los 
mecanismos de control feedback o retroinhibición por metabolitos. Existen diversos 
ejemplos que pueden dividirse entre los que muestran la conexión entre la ruta 
carotenogénica y las relacionadas a esta (MEP y ABA) (Fraser et al., 2007; Welsch et al., 
2008; Rodríguez-Villalón et al., 2009a), así como los que operan estrictamente dentro de la 
ruta a nivel de genes o de enzimas (Corona et al., 1996; Bramley, 2002; Apel y Bock, 2009; 
Cazzonelli, 2011).  





Figura 36. Regulación de la ruta carotenogénica. Tomado y adaptado de Cazonelli y Pogson, 2010. 
Se destacan las enzimas que intervienen en puntos de la ruta considerados cuellos de botella, así 
como las que presentan una regulación mediada por luz. 
 
2.2.5. Catabolismo y acumulación de carotenoides en plantas. 
El conocimiento acerca del metabolismo carotenoide y su regulación comprende 
también aspectos relativos al catabolismo y recambio, así como al almacenamiento de los 
pigmentos en los tejidos vegetales. Esto resulta indispensable para la justificación de la 
variabilidad de los niveles de carotenoides presente en cereales, al igual que en el resto de 
vegetales, así como para la potenciación de los mismos en nuevos cultivares (Sandmann et 
al., 2006).  




La degradación oxidativa de carotenoides puede ocurrir de forma no enzimática 
(foto-oxidación y termo-oxidación, principalmente) o mediado por enzimas. Estas últimas 
comprenden tanto las que lo hacen de forma indirecta o inespecífica como peroxidasas, 
polifenol oxidasas y lipoxigenasas (Matile y Martinoia, 1982; Baysal y Demirdöven, 2007), 
como las oxigenasas (CCD, carotenoid cleavage dioxygenase) que catalizan la rotura 
especifica de la cadena central de la molécula de carotenoide generando apocarotenoides 
(Auldridge et al., 2006a; Walter y Strack, 2011). En tejidos no fotosintéticos, donde la 
fotodegradación no es importante, el concurso de estas enzimas en el mantenimiento y 
regulación de los niveles de carotenoides puede ser relevante. Un ejemplo lo constituye la 
CCD1 en semillas de Arabidopsis involucrada en el control de los niveles de carotenoides 
(Auldridge et al., 2006b). En fresa (García-Limones et al., 2008), así como en el 
endospermo de maíz (Vallabhaneni et al., 2010) se han descrito correlaciones negativas 
entre el nivel de expresión de CCD1 y el contenido de pigmentos carotenoides.  
La capacidad de almacenamiento de pigmentos en un tejido vegetal también es 
considerada un mecanismo importante de regulación. Se trata de un mecanismo dinámico, 
que depende en gran medida del tipo y arquitectura de los plastos existentes en un 
momento determinado del desarrollo o del tejido considerado (Cazzonelli y Pogson, 2010). 
Defectos en el desarrollo plastídico y en las rutas de señalización del orgánulo llevan 
asociados cambios en el nivel de pigmentos y viceversa (Tzvetkova-Chevolleau et al., 
2007; Flores-Pérez et al., 2008; Maass et al., 2009). La influencia de estos factores queda 
patente en los trabajos de caracterización de mutantes de tomate (hp-2 y hp-3) (Kolotilin et 
al., 2007; Galpaz et al., 2008), y los del gen Or de la colilflor (Li et al., 2001) entre otros. 
Recientemente, Shumskaya et al. (2012) han descrito en maíz localizaciones diferenciales 
para fitoeno sintasa (PSY) dentro de un mismo tipo de plasto asociado a cambios en 
isoenzimas, variaciones alélicas y niveles de actividad de la misma. Lo que implica no solo 
una expresión diferencial de la enzima asociada a tejidos como ya previamente se ha 
indicado. Esto demuestra a su vez la falta de información sobre la localización en los 
plastos de la ruta carotenogénica al completo. Aspectos de cómo dicha ruta se ensambla, 
la movilidad de enzimas y de los propios carotenoides, la existencia de transportadores, 
etc, son aspectos todavía desconocidos que no solo atañan a la acumulación de los 
pigmentos en los tejidos sino al conocimiento para realizar prácticas de manipulación 
genética predecibles (Shumskaya y Wurtzel, 2013). Estos aspectos cobran especial 
relevancia en el contexto de la presente memoria, ya que sin duda deben estar 
condicionando los niveles de carotenoides que encontramos en el endospermo de los 
cereales. Existen tejidos y procesos metabólicos vegetales mas explorados en este sentido. 
La ubicación de la ruta en cloroplastos es bien conocida, estando asociada a la membranas 




plastidiales y tilacoidales (Joyard et al., 2009). Análogamente, los procesos de desarrollo de 
frutos y senescencia de hojas, que llevan consigo la transición de cloroplastos a 
cromoplastos, llevan asociados la génesis de estructuras y suborgánulos (plastoglóbulos) 
para el almacenamiento de pigmentos, las cuales proporcionan una mayor estabilidad a los 
mismos (Steinmuller y Tevini, 1985; Merzlyak y Solovchenko, 2002). Sin embargo, el 
conocimiento en otro tipo de plastos como los amiloplastos, es todavía bastante escaso. La 
organización intraorganular, así como la presencia de estructuras capaces de almacenar 
carotenoides son áreas que necesitan ser exploradas y con gran repercusión en cultivos 
como cereales, tubérculos y otros alimentos básicos (Wurtzel et al., 2012).  
 
2.2.6. Biotecnología de carotenoides: alteración del perfil carotenoide en plantas. 
Existen dos estrategias principales en el campo de la Biotecnología de Plantas para 
alterar y aumentar el nivel de carotenoides en un determinado cultivo. Por un lado la mejora 
convencional de vegetales, siendo un ejemplo tritordeum el cual es uno de los cereales 
materia de estudio en la presente memoria, y por otro la manipulación o ingeniería genética 
(ingeniería metabólica). Durante los últimos años, los avances científicos en las dos 
corrientes han sido espectaculares. Actualmente las fronteras entre ambas (mejora vegetal-
ingeniería metabólica) se han estrechado, lo que ha favorecido un aumento enriquecedor 
de los medios existentes para el campo de la biotecnología. Hoy en día se dispone de toda 
una batería de herramientas genéticas y moleculares (técnicas ómicas), así como de 
múltiples posibilidades de combinarlas, con el objetivo de obtener cultivos nutricionalmente 
mejores. 
 
2.2.6.1. Estrategias para mejorar el contenido y composición de carotenoides en cultivos 
vegetales.  
La mejora vegetal moderna ha incrementado con éxito la productividad, al conseguir 
un mayor rendimiento y una mejor adaptación de los cultivos a estrés biótico y abiótico 
siendo éste su propósito inicial. Sin embargo, los programas dirigidos a potenciar los 
niveles de fitoquímicos con efectos saludables, tales como carotenoides, son de desarrollo 
muy reciente (Welch y Graham, 2002; 2004). La mejora convencional, en este sentido, se 
nutre de la variabilidad natural del contenido carotenoide de los cultivos así como de la 
búsqueda de variantes alelicas y mutantes específicos con propiedades carotenogénicas 
de interés (Li et al., 2001; Farré et al., 2010a). Dicha variabilidad genética se organiza en 
locus de caracteres cuantitativos (QTLs, Quantitative Trait Loci). La siguiente estrategia es 




desarrollar métodos de selección de alelos favorablespara confeccionar líneas mejoradas 
del cereal que porten dicho alelos y detectar QTLs capaces de explicar gran parte de la 
variabilidad observada en la población. La mejora vegetal comprende cualquier forma de 
mejora que no incluya la introducción de nuevo material genético usando tecnología 
recombinante. No obstante, emplea el uso de marcadores moleculares para facilitar 
estrategias de selección, mutación acelerada o métodos de hibridación forzada para la 
introgresión de genes desde parentales distantes lo cual similarmente tampoco ocurre en la 
naturaleza (Bai et al., 2011). Un buen referente en la bibliografía sobre la aplicación de 
estas herramientas y cómo han evolucionado hasta el presente se encuentra en el fruto del 
tomate (revisado por Foolad, 2007). La exploración del genoma de las especies vegetales y 
su divergencia se realiza desde tres perspectivas: la genómica comparativa empleando 
especies modelo, la genómica estructural y la genómica funcional (Varshney et al., 2006).  
La introgresión consta de dos pasos: hibridación sexual para integrar el genoma 
silvestre hacia el fondo genético de la especie cultivada de interés, y recombinación 
homóloga y/o homoeóloga para eliminar o reemplazar los alelos deletéreos y/o genes 
innecesarios que van asociados al locus seleccionado. Sin embargo, dicho proceso de 
eliminación es tedioso y costoso, por lo que este aspecto ha limitado en cierta medida el 
uso de especies silvestres en los programas de mejora (Feuillet et al., 2007). Existen 
muchos factores que influyen en el éxito de estos procesos, y que no son más que un 
reflejo de la distancia evolutiva que separa las especies que participan.  
La construcción de mapas genéticos con marcadores moleculares ha sido uno de 
las herramientas más utilizadas. Entre las distintas clases de marcadores destacan los 
basados en secuencias de repetición única o microsatélites (SSR, simple sequence repeat) 
y los de polimorfismo de un único nucleótido (SNP, single-nucleotide polymorphism), 
ambos muy abundantes en el genoma. Además se utilizan los marcadores generados a 
partir de regiones transcritas del genoma, los denominados marcadores funcionales (FM, 
functional markers.), debido a que la posible función de un determinado gen puede ser 
deducida por tales marcadores (Varshney et al., 2006). La mejora convencional puede ser 
acelerada en este sentido por la selección asistida por marcador (MAS, Marker Assisted 
Selection) (Ribaut y Hoisington 1998). Esto resulta especialmente útil cuando se trabaja con 
caracteres cuantitativos, siendo la actividad de múltiples genes los que contribuyen a un 
único fenotipo. Esto ha permitido finalmente mapear QTLs. Una estrategia para identificar 
marcadores moleculares para su posterior uso en MAS es el mapeo por asociación. Se 
basa en poder encontrar asociaciones no al zar entre marcadores, genes y locus de 
atributos cuantitativos (Flint-García et al., 2003). El uso de estos marcadores también se 
emplea en la llamada clonación basada en mapa (MBC, Map-based cloning). Esta técnica 




emplea los marcadores moleculares para confeccionar mapas genéticos alrededor de una 
región que alberga un gen de interés, para finalmente mediante mapa físico aislar el gen 
(Varshney et al., 2006). 
La mutagénesis también permite acelerar estos procesos generando nuevos alelos. 
La radiación con rayos X o el empleo de mutágenos químicos puede son los medios más 
habituales para tal fin. Cualquier efecto fenotípico de dichas mutaciones será observado en 
la siguiente generación, si es de carácter dominante, lo cual deberá ser mapeado para 
identificar el gen afectado. Una estrategia mejorada en este sentido es el método TILLING 
(Targeting Induced Local Lesions In Genomes). Se trata de un método que permite 
introducir, inicialmente mediante tratamiento con un mutágeno, mutaciones o variaciones 
genéticas nuevas en genes que afectan a un carácter de interés. Posteriormente se rastrea 
las variaciones mediante PCR diseñando primers (cebadores) específicos para amplificar 
un único gen de interés etiquetado de esta forma. Con este método es posible identificar 
variación genética a nivel de un par de bases (Slade y Knauf, 2005; Comai y Henikoff, 
2006). 
Así el desarrollo de poblaciones de introgresión, secuenciación de genomas y la 
mejora asistida por marcadores moleculares (Gupta et al., 1999; Zamir, 2001; Liu et al., 
2003b) han supuesto los avances más notables. Sin embargo, estos procesos de selección 
de QTLs, aunque son agilizados por las técnicas anteriores citadas, siguen siendo lentos y 
restrictivos al conjunto génico ya existente en el cultivo, es decir, no permite cambios en el 
perfil cualitativo de pigmentos característico del vegetal. 
La ventaja de la ingeniería genética incluye la habilidad de transferir genes de una 
manera más rápida y dirigida con la posibilidad de la introducción de material genético 
desde diversas plantas y especies no relacionadas tales como microorganismos 
(Sandmann, 2001b; Giuliano et al., 2008; Fraser y Bramley, 2009). Entre los avances más 
recientes destacan el uso de vectores y protocolos de transformación plastídicos cada vez 
más eficientes (Wurbs et al., 2007). Cultivos populares en este campo como tomate, patata 
y arroz cuentan con diversos ejemplos en la literatura en donde se emplean diseños 
experimentales dirigidos a realizar ingeniería cualitativa, cuantitativa y pleiotrópica de la 
carotenogénesis (Ye et al., 2000; Dharmapuri et al., 2002; Römer et al., 2002; Davuluri et 
al., 2005; Ducreux et al., 2005; Gerjets y Sandmann, 2006). La ingeniería cualitativa implica 
la generación de una nueva composición de pigmentos en el cultivo siendo quizás la 
estrategia más llamativa e implicando generalmente construcciones multigénicas. Su 
ejemplo más conocido y de mayor impacto mediático es el Golden Rice (Figura 37), el cual 
ha supuesto un avance importante en la mejora nutricional de alimentos básicos (Ye et al., 




2000; Beyer et al., 2002). La ingeniería cuantitativa o aumento de carotenoides se centra en 
incrementar el flujo a través de la ruta ya existente en el vegetal. El incremento de 
precursores o la muy generalizada sobreexpresión del gen psy (Burkhardt et al., 1997; 
Shewmaker et al., 1999; Fraser et al., 2002) suelen ser las estrategias más empleadas. 
Ésta última, en algunas ocasiones, deriva en un cambio además en la proporción de 
pigmentos que se acumulan, lo cual encierra una alteración de las actividades enzimáticas 
relativas de etapas más posteriores en la biosíntesis de carotenoides (Ravanello et al., 
2003). En ocasiones la táctica a emplear implica a una enzima, proteína reguladora o 
estructural de otra ruta o proceso biológico el cual no está directamente concursando en la 
biosíntesis de carotenoides (ingeniería pleiotrópica). Esto hace que tanto el diseño 
experimental como el control de los resultados sea complicado. Una de las herramientas 
más utilizadas por esta última es la tecnología de RNAi o silenciamiento (Davuluri et al., 
2005; Wei et al., 2009). 
 
 
Figura 37. Granos de arroz tradicional y de Golden Rice 2. 
 
Un efecto observado con frecuencia al desarrollar estas manipulaciones de la 
carotenogénesis ha sido la alteración a nivel de capacidad de almacenamiento de los 
carotenoides, por tanto de su acumulación, provocado por la diferente naturaleza de los 
nuevos pigmentos o por el contenido de los mismos que se genera en el tejido vegetal 
modificado (Stalberg et al., 2003; Jayaraj et al., 2008; Maass et al., 2009). Esto ha llevado 
al desarrollo de nuevas estrategias basadas justamente en alterar la capacidad de 
retención o deposición de éstos (Li y Van Eck, 2007). Dichas investigaciones se centran en 
trabajar con los dos genes identificados hasta el momento que median la acumulación de 
los pigmentos en plantas, el gen Or y el gen de fibrilina (Lu et al., 2006; Lopez et al., 




2008b), así como los que codifican para las enzimas CCD implicadas en el catabolismo 
carotenoide (Ohmiya et al., 2006). 
No obstante, en la actualidad siguen existiendo obstáculos para un desarrollo y 
resultados completamente óptimos de dichas técnicas. Desde un punto de vista nutricional 
la principal desventaja de los cultivos modificados genéticamente de segunda generación 
reside en la falta de aceptación por el consumidor de estos nuevos alimentos en el mercado 
(Potrykus, 2001; Bouis et al., 2003; Farré et al., 2010b). La alteración de otras rutas 
adyacentes en el entramado metabólico isoprenoide y el conocimiento limitado de la 
regulación de la expresión de los genes carotenogénicos endógenos paralelos a los 
foráneos son los más relevantes desde una perspectiva técnica (Sandmann, 2001b). Así 
algunos resultados inesperados como los obtenidos por Botella-Pavía et al. (2004), Ralley 
et al. (2004), Enfissi et al. (2005), pueden ser producidos por una elección errónea del 
tejido, del promotor o del gen/cDNA. Los requisitos por tanto generales para un aumento 
eficiente en carotenoides pasa por asegurar el adecuado suministro de precursores, 
mantener el balance con las rutas metabólicas con las que se encuentra en conexión y que 
el lugar de acumulación diana sea eficiente en el almacenaje de los carotenoides 
generados. 
 
2.2.6.2. Aplicaciones de la biotecnología de carotenoides en cereales. 
La biotecnología como técnica de mejora vegetal aplicada al aumento del contenido 
de carotenoides en cereales ha sido utilizada fundamentalmente con tres especies, maíz, 
trigo y sorgo. La relevancia de estos cereales y su impacto en la nutrición de poblaciones 
desfavorecidas quedan patentes en programas de biofortificación como el de Harvestplus 
perteneciente al Consultive Group on International Agricultural research (CGIAR) centrado 
en el aumento de hierro, zinc y provitamina A de cultivos básicos 
(http://www.harvestplus.org/).  
El avance en la exploración de los genomas de los principales cereales como el 
trigo ha sido gracias a la existencia de modelos genómicos como el arroz y el sorgo de los 
cuales se dispone la secuencia completa de sus genomas (Paterson et al., 2009; Mace y 
Jordan, 2011). Gran parte de la investigación se ha basado en primer lugar en estudiar la 
viabilidad del rasgo susceptible a ser mejorado de forma convencional, es decir la 
variabilidad para el contenido carotenoide en una población dada. Así como la 
heredabilidad del mismo que ha sido apuntada como alta (Santra et al., 2005; Clarke et al., 
2006). Los genomas de maíz, sorgo y trigo han demostrado presentar una diversidad 
genética importante para este carácter, como así lo refleja la existencia de germoplasmas 




de elite de dichas especies (Chander et al., 2008b; Ibrahim y Juvik, 2009). Hasta la 
actualidad el estudio se ha centrado en la detección de QTLs, existiendo numerosos 
trabajos que describen la identificación de dichos locus y su relación con la variación 
fenotípica en el contenido carotenoide del endospermo de cereales (Wong et al., 2004; 
Pozniak et al., 2007; Chander et al., 2008b; Patil et al., 2008; Salas-Fernández et al., 2008). 
La investigación a este nivel va más allá de la justificación del contenido carotenoide global 
identificándose QTLs especifícos para carotenoides específicos como luteína y β-caroteno. 
Salas-Fernández et al. (2008) detectan en sorgo cinco QTLs sobre los cromosomas 1, 2, y 
10 para β-caroteno. Howitt et al. (2009) identifican tres QTLs para el contenido de luteína 
sobre los cromosomas 3B, 5B y 7A de trigo duro. Así como más recientemente Blanco et al. 
(2011) obtienen en el mismo cereal QTLs tanto para β- como α-caroteno en los 
cromosomas 2A, 3B y 7A. En trigo los QTLs más determinantes para el contenido en 
pigmentos han sido repetidas veces mapeados sobre los cromosomas 7A y 7B, tanto en 
trigo duro como harinero. Los genes que codifican para PSY1 generalmente cosegregan 
con esos QTLs. Las variaciones alélicas de esos genes son numerosas y la aparición 
continua de nuevos alelos resulta muy probable. Esto demuestra un alto nivel de 
polimorfismo genético así como mucha genómica por explorar (Ravel et al., 2013). 
Como se introdujo con anterioridad, una de las grandes estrategias en mejora 
vegetal es la búsqueda de nuevas fuentes de variación en especies relacionadas. En este 
caso particular podemos citar Lophopyrum ponticum (Zhang et al., 2005) y H. chilense 
(Rodríguez-Suárez et al., 2011b; Rodríguez-Suárez y Atienza, 2012). H. chilense, cuyos 
pequeños granos se caracterizan por presentar un nivel de carotenoides alto, presenta al 
menos dos locis para el contenido de pigmentos ubicados en los cromosomas 2Hch y 7Hch 
(Álvarez et al., 1998, 1999b; Atienza et al., 2004, 2008). El conocimiento de la localización 
cromosómica de estos genes fue primero estudiado por Álvarez et al. (1998) usando líneas 
de adición de H. chilense en trigo. Estos autores localizaron genes responsables del nivel 
de pigmentos (medido como YPC) en H. chilense sobre el cromosoma 7 y mapearon este 
rasgo sobre el brazo α de dicho cromosoma. Sin embargo la posibilidad de la interacción 
entre genes de H. chilense y los del trigo, en tritordeum que podrían llevar a ocultar la 
existencia de otros genes responsables de la regulación de pigmentos, propició la 
búsqueda de nuevos locus en el genoma de esa especie. Posteriormente, mediante la 
construcción del primer mapa genético de H. chilense (Hernández et al., 2001b), derivó en 
la identificación de un nuevo QTL sobre el cromosoma 2 denominado carot 1 (Atienza et al., 
2004). Actualmente la generación de mapas de mayor cobertura para dicha especie con 
estos fines están ya disponibles (Rodríguez-Suárez et al., 2012) lo que genera una mayor 
probabilidad de encontrar regiones genómicas de interés en H. chilense. Estos datos 




constituyen los primeros pasos hacia el desarrollo de un programa de MAS para el 
contenido de carotenoides en Tritordeum, lo cual es interesante para la transferencia de 
genes determinantes de un mayor contenido en carotenoides, desde Tritordeum a líneas de 
trigo sometidas a programas de mejora. De este modo, el anfiploide Tritordeum también se 
convertiría en una especie útil para la mejora de cereales actuando como especie puente 
entre la cebada y el trigo (Álvarez et al., 1999b; Martín et al., 1999; Atienza et al., 
2005,2007a, 2007c).  
Las líneas de Tritordeum, independientemente del nivel de ploidía, muestran niveles 
de carotenoides bastantes más altos que sus parentales de trigo. Debido a eso una de las 
líneas de investigación más extendida ha sido estudiar la variación genética de este rasgo 
en tritordeum y su relación con el nivel de pigmentos de ambas especies parentales, H. 
chilense y trigo. De estos estudios se desprende que aunque el genoma Hch es claramente 
responsable de dicho nivel de pigmentos en tritordeum, pueden existir interacciones entre 
los sistemas genéticos de ambas especies parentales que no deben obviarse (Álvarez et 
al., 1999b).  
La utilidad de la ingeniería metabólica para mejorar la nutrición humana alcanza sus 
mejores propósitos en el campo de los alimentos básicos (Staple Foods) donde, no cabe 
duda que, el impacto en poblaciones de bajos recursos puede ser máximo. La generación 
de nuevos cultivos con la etiqueta Golden como Golden Potato o Golden Canola son cada 
vez más numerosos sumándose al bien conocido Golden Rice (Beyer, 2010; Bai et al., 
2011). En cereales es justamente el éxito de éste último el que ha llevado a la manipulación 
de otras especies. La intensa investigación desde los primeros intentos realizados con 
dicho cultivo por Burkhardt et al. (1997) hasta los más recientes con la generación del 
Golden Rice 2 (Paine et al., 2005) ha proporcionado ideas para tal fin. La expresión del gen 
y1 de maíz en el endospermo de trigos harineros hexaploides constituye un ejemplo (Cong 
et al., 2009). El maíz también cuenta con algunos ensayos al respecto. La utilización 
mejorada del promotor γ-zein (Marzábal et al., 1998), altamente específico para la 
expresión en tejido endospermico (super γ-zein) se tradujo en un aumento de carotenoides 
totales de hasta 34 veces con una acumulación preferencial en el mismo de β-caroteno 
(Aluru et al., 2008). Una estrategia más compleja fue ideada por Zhu et al. (2008) mediante 
la generación de toda una batería de plantas transgénicas de maíz que resultaron de las 
múltiples combinaciones posibles fruto de una trasformación multigénica. Más 
recientemente el aumento simultáneo en el contenido en tres vitaminas, implicando la 
manipulación así de tres rutas metabólicas distintas (Naqvi et al., 2009), coloca al maíz 
como un cultivo prometedor para potenciar en carotenoides provitamina A, mostrando 
menos restricciones que otros como arroz o trigo (Wurtzel et al., 2012). Las investigaciones 




más recientes con Golden Rice se centran ahora en el estudio de la estabilidad y 
trasferencia de los transgenes para la obtención de cultivares de arroz con un mayor 
rendimiento mediante introgresión y otras técnicas de mejora (Datta et al., 2006; 2007). 
Otros granos minoritarios como sorgo y mijo, pero también con un gran impacto en 
poblaciones de bajos recursos como la africana, están adaptándose cada vez más a estas 
técnicas haciéndose un hueco en la biofortificación mediada por manipulación genética 
(O’Kennedy et al., 2006; www.grandchallenges.org/ImproveNutrition/Challenges/Nutrient 
RichPlants/Pages/ Sorghum). 
 
2.3. Carotenoides en cereales. 
2.3.1. Composición y distribución de carotenoides. 
Los cereales y derivados son buenos ejemplos de alimentos que contienen una 
mezcla compleja de antioxidantes de diversos orígenes como fenoles (los más 
mayoritarios), folatos, vitamina E, ácido fítico, minerales y carotenoides entre los 
minoritarios (McKevith, 2004). En general el contenido en antioxidantes en cereales se 
concentra principalmente en las fracciones de salvado y germen, y la mayoría de ellos son 
más abundantes en la capa de aleurona. Así mismo el contenido en fitoquímicos está sujeto 
a variaciones importantes atendiendo a factores como el tipo de cereal, la variedad, lugar y 
condiciones de cultivo, estadio de desarrollo, condiciones de almacenamiento o procesado 
(Liu, 2007; Fardet et al., 2008), cobrando especial relevancia las interacciones genotipo-
ambiente (Hidalgo et al., 2009a; Van Hung y Hatcher, 2011; Lv et al., 2013). El perfil 
carotenoide en cereales está conformado en su mayoría por xantofilas, siendo luteína la 
más abundante, seguida por zeaxanteno y β-criptoxanteno, siendo además común 
encontrar carotenos como - y β-caroteno, de forma minoritaria. El embrión es el que 
presenta la mayor concentración de carotenoides, pero éste solo representa entre el 3-5% 
del total siendo por el contrario, la contribución del endospermo, en torno al 80-85% del 
grano de cereal, el que más influye en la contenido total de carotenoides del grano. La 
distribución de este perfil carotenoide parece variar entre genotipos de un mismo tipo de 
cereal (Siebenhandl et al., 2007) y dentro del mismo grano, concentrándose -, β-caroteno 
y zeaxanteno en el germen y salvado mientras que luteína se detecta distribuida más 
homogéneamente a lo largo del mismo (Konopka et al., 2004; Panfili et al., 2004; Borrelli et 
al., 2008; Ndolo y Beta, 2013). La bibliografía en relación al análisis de carotenoides en 
cereales, sobre todo para algunos como cebada, centeno y mijo es bastante escasa (Choi 
et al., 2007; Kandlakunta et al., 2008; Mamatha et al., 2011). 




Entre todos los cereales, y aun siendo el nivel de carotenoides en estos alimentos 
relativamente bajo en comparación con frutas o verduras, podemos citar al maíz de 
genotipo amarillo como el que presenta mayores niveles de estos fitoquímicos. La mayoría 
de los cultivares presentan zeaxanteno como pigmento mayoritario portando también 
cantidades considerables de β-criptoxanteno, y de - y β-caroteno en menor medida (Panfili 
et al., 2004). De los estudios cuantitativos realizados con este cereal se desprende que 
existe una gran variabilidad en el contenido carotenoide entre variedades (Quackenbush et 
al., 1961; Kurilich y Juvik, 1999; Egesel et al., 2003; Berardo et al., 2004; 2009), lo que 
evidencia que el genotipo es el factor más determinante en dicha variabilidad (Menkir y 
Maziya-Dixon, 2004; Ibrahim y Juvik, 2009) seguido de las condiciones de almacenamiento 
y procesado (Scott y Eldridge, 2005; de Oliveira y Rodríguez-Amaya, 2007; Burt et al., 
2010).  
Para el caso del arroz son las variedades pigmentadas obviamente las que resultan 
de interés desde el punto de vista cuantitativo. El grano de arroz convencional concentra su 
contenido en carotenoides prácticamente en el salvado (Fardet et al., 2008; Sellappan et 
al., 2009) por lo que las habituales prácticas de molienda y pulido del grano implica una 
reducción significativa de estos componentes (Tan et al., 2005). Al igual que para casi 
todos los cereales, luteína resulta ser el pigmento mayoritario (Belefant-Miller y Grace, 
2010), estando acompañada de zeaxanteno y β-caroteno en cultivares de pigmentación 
oscura o negra (Frei y Becker, 2005; Lamberts y Delcour, 2008; Nakornriab et al., 2008; 
Kim et al., 2010b). En algunas variedades de arroces negros tailandeses la concentración 
de β-caroteno en el salvado (33.58-41.48 μg/g) puede ser considerable (Nakornriab et al., 
2008). Recientemente las semillas de mijo han destacado también por su contenido en β-
caroteno (5.3-6.3 μg/g), siendo el pigmento mayoritario en este cereal (Li y Beta, 2012). 
Con respecto al sorgo, aunque ha sido considerado como uno de los cereales con menor 
contenido de carotenoides, los trabajos pioneros de Blessin et al. (1958) y Suryanarayana 
et al. (1968) sobre variedades de endospermo amarillo, así como los recientes estudios de 
Kean et al. (2007, 2011), ofrecen mejores perspectivas a este cereal. Estos autores 
encontraron un contenido carotenoide entre 0.112-0.315 mg/kg, que aunque sigue siendo 
bastante más bajo que el aporte del maíz amarillo no debe ser despreciado. La avena 
también es citada en la literatura como uno de los cereales con más bajo nivel de 
carotenoides, indicándose por Panfili et al. (2004) unos niveles de luteína y carotenos (  y 
β-caroteno) del orden de 0.20 mg/kg y 0.01 mg/kg, respectivamente. 
El trigo, junto con el maíz y el arroz, son los cereales más populares debido a su 
consumo generalizado. Este aspecto se ve más que constatado en la literatura, existiendo 




interés, desde aproximadamente los años 70 hasta la actualidad, en estudiar su perfil 
antioxidante y contenido en fitoquímicos saludables, así como la distribución inter e 
intravarietal de los mismos (Lier y Lacroix, 1974; Velioglu et al., 1998; Adom et al., 2003; 
2005; Zhou et al., 2004b; Zhou y Yu, 2004a; Okarter et al., 2010; Di Silvestro et al., 2012). 
Al igual que para el caso del maíz, la variabilidad genética encontrada entre genotipos para 
el contenido carotenoide, ofrece un margen interesante de funcionamiento para la mejora 
en este campo (Leenhardt et al., 2006a; Digesù et al., 2009). Los trigos de genoma diploide, 
en particular el trigo Einkorn, están considerados como los que aportan unos niveles más 
altos, aproximadamente del orden de 2 a 4 veces con respecto a los demás trigos. El trigo 
Einkorn a su vez también destaca por su actividad antioxidante (Lavelli et al., 2009). 
Seguidos de éstos destacan los trigos tetraploides, siendo en este caso los trigos duros los 
que presentan mayor contenido carotenoide (en torno a 5-6 µg/g), aunque podemos 
mencionar otros como el trigo ancestral Emmer con niveles similares (aproximadamente de 
3-5 µg/g). Por último, los trigos de genoma hexaploides están considerados los de menor 
aporte prestándose atención casi exclusivamente al trigo harinero común siendo como 
media en torno a 2 µg/g (Hidalgo et al., 2006; Abdel-Aal et al., 2007; Hidalgo y Brandolini, 
2008a; Serpen et al., 2008). Estos datos cuantitativos no son más que un reflejo de la 
selección realizada por el hombre. A su vez las especies cultivadas presentan mayor 
contenido que las variedades silvestres, fruto de la actividad de los programas de mejora y 
selección dirigida hacia variedades con un mayor contenido carotenoide (Digesù et al., 
2009). Un ejemplo lo constituye el trigo duro, el cual ha sido ampliamente analizado debido 
a que el color de la sémola o el llamado yellow pigment content (YPC) está considerado 
como uno de los principales criterios de calidad de los productos derivados de él como la 
pasta (Hentschel et al., 2002; Humphries et al., 2004; Fratianni et al., 2005; Blanco et al., 
2011). La situación inversa ocurre para el trigo harinero, como se ha indicado antes, el cual 
presenta los niveles más bajos de carotenoides debido a de la presión ejercida por el 
hombre hacia la preferencia de harinas cada vez más blancas para la posterior generación 
de derivados por exigencias del mercado.  
Con respecto a tritordeum, la mayoría de las estimaciones del contenido carotenoide 
realizadas hasta la fecha, no proporcionan información de la composición individualizada 
del perfil de pigmentos, debido a las metodologías analíticas tradicionalmente empleadas 
en cereales. La trabajos recientes de Atienza et al. (2007a), así como los presentados en la 
presente memoria (Mellado-Ortega y Hornero-Méndez, 2012), han contribuido 
sustancialmente a la caracterización y cuantificación de pigmentos en tritordeum por vez 
primera. Este aspecto será desarrollado con mayor detalle en la sección de Resultados y 
discusión de la presente tesis doctoral. En cualquier caso, mediante las estimaciones como 




YPC se observaron en líneas de tritordeum unos niveles en carotenoides del orden de cinco 
a seis veces superior (en el rango de 11-13 µg/g) con respecto a trigo harinero (2 µg/g) y de 
dos a tres veces superior con respeco a trigo duro (5-6 µg/g) (Álvarez et al., 1995; Martín et 
al., 1999), siendo comparable a los niveles que caracterizan al trigo Einkorn. En un estudio 
mas completo evaluándose un total de 35 líneas primarias de tritordeum junto con sus 
respectivos parentales, 27 accesiones de H. chilense y 19 cultivares de trigo duro, los 
niveles medios de carotenos (µg/g de β-caroteno, YPC) para el anfiploide seguían siendo 
del orden de dos veces superior al parental de trigo pero tres veces inferior a la media de H. 
chilense (Álvarez et al., 1999b). Actualmente, dentro de las líneas avanzadas de tritordeum, 
HT621 se encuentra registrada como línea de élite de germoplasma destacando por su alto 
contenido en pigmentos carotenoides (19 µg equivalentes de β-caroteno/g, YPC) 
(Ballesteros et al., 2005). El análisis detallado y comparado de perfil y composición 
carotenoide de líneas avanzadas de tritordeum y variedades selectas de trigo duro es uno 
de los principales objetivos del presente estudio. 
 
2.3.2. Análisis de carotenoides en cereales. 
Al igual que para cualquier muestra a analizar, independientemente de su origen, el 
análisis de carotenoides en cereales se componen de tres pasos básicos, preparación de la 
muestra, extracción y separación o aislamiento de los pigmentos. Lo que implica a su vez 
métodos de detección y cuantificación de los mismos. Los procedimientos de trabajo se 
ajustarán a los objetivos que se vaya a realizar, técnicas que se apliquen y sobre todo al 
tipo de muestra (cereal y derivados). Debido a las propiedades físico-químicas de estas 
moléculas, pueden existir problemas en cualquiera de los pasos analíticos, como oxidación 
del analito, extracción incompleta o isomerización cis/trans. Estos aspectos han sido 
ampliamente tratados en revisiones en la literatura (Britton, 1985; Tee y Lim, 1991; 
Mínguez-Mosquera et al., 1997; Rodríguez-Amaya, 2001; Mínguez-Mosquera et al., 2002). 
La oxidación de la molécula, potenciada por la luz o el calor, suele ser el principal hándicap 
a tener en cuenta. Esto ha llevado a tomar precauciones como empleo de antioxidantes 
(ácido ascórbico, butilhidroxitolueno (BHT), etc.), el uso de atmosferas inertes (Ar o N2) 
para el almacenamiento, la adición de bicarbonato sódico o carbonato cálcico para 
neutralizar los ácidos presentes en el medio, etc. Las limitaciones del análisis a veces son 
atribuidas a otros factores como por ejemplo la obtención de patrones con fines 
identificativos (Oliver y Palou, 2000). En cereales otro problema generalizado ha sido la 
incompleta extracción de los pigmentos por ejemplo a partir de granos de trigo duro o 
productos derivados como sémolas y pastas (Burkhardt y Böhm, 2007). Esto genera 




estimaciones erróneas siendo esta temática un punto importante que debe ser optimizado 
(Hentschel et al., 2002). Debido a que el color de los productos derivados del trigo duro ha 
sido un criterio de calidad importante, la determinación de pigmentos desde esta matriz en 
cualquiera de sus modalidades ha sido la más estudiada en cereales. La bibliografía 
registra dos procedimientos o metodologías principales. Métodos destructivos, siendo éstos 
como se introdujo al inicio los que centran este apartado, implicando la extracción química y 
determinación espectrofotométrica (métodos oficiales o métodos alternativos); así como los 
no destructivos, constituyendo básicamente mediciones colorimétricas mediante 
reflectancia, NIRS, CIE (L*, a*, b*) (Berardo et al., 2004; 2009; Humphries et al., 2004).  
Como prerrequisito del análisis, en algunos casos, es necesario el tratamiento de la 
muestra antes de la propia extracción con el objetivo de facilitar la liberación de pigmentos 
desde la matriz y hacer la muestra más homogénea. Generalmente en cereales este 
proceso implica la molienda reduciéndose la muestra a harina. Esta operación puede ser 
por vía seca o húmeda en cuyo caso molienda y extracción se hacen simultáneamente. En 
este último caso el extracto obtenido debe ser filtrado o centrifugado y posteriormente dicho 
residuo recogido para ser sometido a otras extracciones hasta el agotamiento del color.  
Dentro de los métodos oficiales de determinación de pigmentos aplicables a 
cereales, existen dos muy conocidos para la extracción y valoración del llamado yellow 
pigment content (YPC) los cuales se encuentra registrados para trigo duro (sémolas y 
harinas), método 152 de la ICC (International Association for Cereal Science and 
Technology) y el 14-50 perteneciente al AACC (American Association of Cereal Chemists). 
Ambos métodos se basan en la extracción de los pigmentos mediante 1-butanol saturado 
en agua seguido de cuantificación espectrofotometrica expresando la concentración de 
pigmentos mediante equivalentes de β-caroteno. En los últimos años las deficiencias en 
ambos métodos son cada vez más patentes llevando a los analistas a utilizarlos con fines 
comparativos y complementarios a otros más potentes y fiables (Fratianni et al., 2005; 
Beleggia et al., 2010) y a desarrollar modificaciones en los mismos. Mediciones a otras 
longitudes de ondas, estimación del cálculo en base luteína como pigmento principal 
(Abdel-Aal et al., 2007; Burkhardt y Böhm, 2007), así como la reducción del material 
necesario para el análisis (micro escala) (Santra et al., 2003; Beleggia et al., 2010; Fu et al., 
2013) se encuentran entre las modificaciones más frecuentes. La elección del solvente es 
un aspecto de suma importancia para la extracción de antioxidantes en alimentos 
(Taungbodhitham et al., 1998). Zhou y Yu (2004b) observaron una influencia importante en 
el solvente empleado, al estimar la actividad antioxidante de fracciones de salvado de trigo, 
obteniendo los mejores resultados con acetona al 50%. Esto ha llevado a algunos autores a 
comparar distintos solventes como alternativa al propuesto en los métodos oficiales 




(Hidalgo et al., 2006; Abdel-Aal et al., 2007). Los solventes alternativos más utilizados son 
acetona, etanol, metanol, tetrahidrofurano, mezclas de éstos e incluso mezclas con agua 
(acetona-agua, 80:20). Un procedimiento muy generalizado en el análisis de carotenoides 
es la eliminación de materia grasa, siendo la saponificación el método más comúnmente 
empleado. Esto en algunos casos puede resultar beneficioso simplificando el análisis 
cromatográfico y eliminando sustancias interferentes con pruebas identificativas (Mínguez-
Mosquera et al., 1997). Pero a la vez implica una pérdida de información estructural 
relevante ya que elimina los ésteres de xantofilas con ácidos grasos, además de la fracción 
clorofílica en caso de estar presente. Uno de los métodos más utilizados es la 
saponificación usando KOH-metanol normalmente entre el 10-30% (p/v) a temperatura 
ambiente (Menkir y Maziya-Dixon, 2004; Konopka et al., 2006; Kean et al., 2007; 2008). El 
empleo de un porcentaje al 80% a 85°C fue utilizado por Egesel et al. (2003), Xu et al. 
(2010) y Hu y Xu (2011) para el análisis de carotenoides en granos de maíz reduciendo así 
el tratamiento a 10 minutos, aunque estas condiciones tan agresivas pueden, sin lugar a 
dudas, desencadenar pérdidas significativas de pigmentos por degradación oxidativa, 
derivando en una inevitable infravaloración del contenido carotenoide.  
En general, el extracto que se obtiene después de extraer y saponificar (según el 
caso), consta de una mezcla de pigmentos de distinta polaridad, carotenos y xantofilas. La 
evolución de las técnicas de separación de pigmentos ha experimentado una profunda 
transición desde el empleo de sistemas de reparto de fases hasta las técnicas 
cromatográficas (clásicas y modernas), promovido especialmente por el desarrollo 
continuado de diferentes materiales de adsorción (Rizzolo y Polesello, 1992; Oliver y Palou, 
2000). El análisis en cereales hoy en día se realiza principalmente mediante HPLC, 
facilitando la composición cualitativa y cuantitativa de carotenoides individuales de una 
muestra, en contraposición de la información que puede ser obtenida por lo métodos 
colorimétricos o los métodos espectrofotométricos oficiales, ya citados. Las técnicas 
cromatográficas clásicas, profundamente utilizadas en el pasado, como la cromatografía en 
columna (CC) o en capa fina (TLC) (Quackenbush et al., 1961; Blessin, 1962; Lepage y 
Sims, 1968) han sido completamente sustituidas por el HPLC para la determinación de 
carotenoides en cereales. TLC permanece en uso en la actualidad de forma 
complementaria, siendo esencial para pruebas identificativas y necesaria para la obtención 
de estándares.  
Con respecto a la aplicación de métodos de HPLC para el análisis de carotenoides 
en cereales, la técnica más habitual suele ser la fase reversa usando como fases 
estacionarias octadecilsilano (C18) o la mejorada triacontilsilano (C30) aumentando la 
interacción entre fase sólida y el analito (revisado por Sander et al., 2000). Esto ha 




supuesto un avance en el poder de resolución cromatográfico facilitando la identificación de 
isómeros geométricos (O'Neil y Schwartz, 1992). La fase C30 ha sido utilizada ampliamente 
con éxito para la separación de pigmentos en cereales como maíz (Moros et al., 2002; 
Egesel et al., 2003; Kean et al., 2008; Xu et al., 2010; Hu y Xu, 2011), cebada (Siebenhandl 
et al., 2007), trigo (Konopka et al., 2006; Abdel-Aal et al., 2007; Digesù et al., 2009; Werner 
y Böhm, 2011) y arroz (Nakornriab et al., 2008; Kim et al., 2010b). Sin embargo, Kean et al. 
(2007) emplearon una columna polimérica C18 para el aislamiento de carotenoides en 
granos de sorgo consiguiéndolo en 30 minutos aunque obtuvieron en cambio una 
resolución parcial de los isómeros cis. Leenhardt et al. (2006a) utilizaron la misma columna 
para establecer una correlación entre las determinaciones de pigmentos 
espectrofotométricas y la obtenida por HPLC en trigos harineros; la misma comparación 
más exhaustiva fue realizada por Luterotti et al. (2013) recientemente con harinas y 
sémolas de maíz. Recientemente también, se ha desarrollado un método rápido y sensible 
para la medida de carotenoides en trigo duro mediante el empleo de la técnica UHPLC 
(Ultra High Performance Liquid Chromatography) (Van Hung y Hatcher, 2011). Di Silvestro 
et al. (2012) se suman al empleo de columna C18 para la valoración de pigmentos en un 
estudio amplio con variedades diversas de trigos. Con respecto a la fase móvil la mezcla de 
solventes polares como metanol, acetonitrilo, acetona, metil tertbutil éter, y agua se 
encuentran entre los más utilizados Hentschel et al., 2002; Moros et al., 2002; Tan et al., 
2005; Abdel-Aal et al., 2007; Atienza et al., 2007b; Belefant-Miller et al., 2010; Lachman et 
al., 2013). Como alternativa a la fase reversa, la cromatografía en fase normal de sílice 
también ha sido tradicionalmente aplicada en cereales (Weber, 1987; Panfili et al., 2004). 
Los gradientes de elución durante la separación también son preferidos aunque sistemas 
de elución isocrático se emplean en algunas ocasiones (Serpen et al., 2008). La efectividad 
de la separación depende en gran medida del tamaño de partícula, siendo las más 
empleadas de 3 y 5 μm, siendo este un campo en desarrollo con las aparición de las 
técnicas de UHPLC y la utilización de partículas inferiores a 1.7 μm, así como las 
novedosas fases de núcleo rígido de 2.6 μm que posibilitan obtener resoluciones y tiempos 
de análisis similares a los de UPLC en sistemas cromatográficos convencionales.  
La detección es llevada a cabo principalmente con un detector espectrofotométrico 
de ultravioleta-visible. Los de longitud de onda variable o detectores de diode array son los 
más empleados debido a la posibilidad de obtener el espectro de absorción completo 
(revisado por Huber y George, 1994; Mínguez-Mosquera et al., 1997). Para la cuantificación 
de las señales de HPLC, se pueden emplear tanto estándares internos como externos bien 
de origen comercial o aislados de fuentes naturales. La combinación acoplada de HPLC 
con un detector de espectrometría de masas (MS), supuso una mejora en la identificación 




de tales moléculas, aportando una mayor especificidad y resolución (Van Breemen, 1997). 
La técnica en tándem de HPLC-DAD-MS ha sido empleado con éxito para el análisis de 
carotenoides en cereales empleando como técnicas de ionización el electrospray (ESI) o la 
ionización química a presión atmosférica (APCI) (Zhou et al., 2004b; Moore et al., 2005; 
Abdel-Aal et al., 2007; Atienza et al., 2007b). En el presente trabajo de investigación se 
mostrará el alcance y potencia de estas técnicas para la caracterización por vez primera de 
los regioisómeros de ésteres de luteína en cereales.  
 
2.3.3. Tecnología de cereales y su influencia sobre el contenido carotenoide en granos y 
productos derivados. 
 Las condiciones de conservación y almacenamiento, así como las distintas técnicas 
de procesado, implican por lo general cambios en los componentes de los alimentos, por lo 
que su estudio es relevante en el campo de tecnología de alimentos por ser determinantes 
de muchos atributos de calidad (Mínguez-Mosquera et al., 1997; Nicoli et al., 1999; 
Rodriguez-Amaya, 2003; Kalt, 2005). En relación a estos aspectos se debe de diferenciar 
por un lado el efecto del propio procesado del alimento, las variables medioambientales 
tales como oxigeno, temperatura, luz y humedad bajo las que se desarrolla el tratamiento, y 
las interacciones con otras moléculas antioxidantes y pro-oxidantes presentes (Lindley, 
1998; Nicoli et al., 1999). En el caso de carotenoides presentes en cereales el 
almacenamiento de los granos y productos derivados se traducen generalmente en una 
disminución del contenido en pigmentos, siendo directamente proporcional a la duración del 
proceso y al incremento e intensidad de otras variables relevantes como la temperatura o la 
presencia de procesos degradativos (Cristobal, 1965; Weber, 1987). Resulta llamativo que 
la bibliografía concerniente a este aspecto sea especialmente escasa ya que los cereales 
se caracterizan por experimentar periodos de almacenamiento prolongados como parte de 
su tratamiento tecnológico industrial. Por otro lado, para procesos como el descascarillado, 
molienda, secado, horneado, fermentación, etc, resulta complicado definir una pauta 
generalizada en el comportamiento o afectación de los pigmentos, ya que la bibliografía 
cuenta con resultados tanto positivos, negativos como indiferentes sobre el nivel de 
carotenoides presentes. En general estos procesos afectarán a la estructura interna de la 
matriz del cereal y/o producto derivado, con implicaciones importantes en relación a la 
accesibilidad y posterior biodisponibilidad de los carotenoides (Kean et al., 2008; 2011; 
Maiani et al., 2009).  
La velocidad a la que acontecen estos cambios ha sido materia de estudio 
generalizada en tecnología de alimentos. La bibliografía sobre cinética de carotenoides en 




alimentos es tan numerosa como a la vez dispar, siendo por tanto una temática en la que 
existen resultados a menudo contradictorios (Mínguez-Mosquera et al., 1997). La 
abundancia de tales trabajos refleja la importancia de los pigmentos carotenoides no solo 
desde el punto de vista nutricional, sino también desde el tecnológico para la industria 
alimentaria, siendo de interés no solo cuantificar las pérdidas sino analizar las condiciones 
que proporcionen una mayor estabilidad y retención de los mismos. El color es considerado 
uno de los principales criterios de aceptación de los productos por los consumidores. En la 
industria harino-panadera y en el sector de pastas/sémolas este criterio también es 
relevante, según se indicó con anterioridad, para el caso de los productos derivados de 
trigo duro. Las investigaciones al respecto intentan por tanto reproducir las condiciones de 
procesado y almacenamiento de los alimentos, incluidos los cereales, al objeto de poder 
comparar entre los distintos tratamientos industriales, y monitorizar la incidencia individual o 
conjunta de factores como actividad del agua, temperatura, luz, oxigeno, pH y otras 
sustancias prooxidantes o antioxidantes (Mínguez-Mosquera y Gandul-Rojas, 1994; 
Tsimidou, 1997; Selim et al., 2000; Fish y Davis, 2003; Ouchi et al., 2010; Saxena et al., 
2012), permitiendo estimar la vida útil de los alimentos. La mayoría de los estudios han sido 
realizados en alimentos vegetales como zanahorias (Wagner y Warthesen, 1995; Koca et 
al., 2007; Lemmens et al., 2010), tomate (Sharma y Le Maguer, 1996; Tonon et al., 2007), 
pimiento y derivados (Carbonell et al., 1986), patata (Bechoff et al., 2010), o zumos de 
cítricos y otros (Dhuique-Mayer et al., 2007; Zepka et al., 2009) siendo habitual que los 
autores describan una reacción de degradación que cursa según una cinética de orden 0 ó 
1. Sin embargo, la bibliografía es bastante limitada para el caso particular de cereales, 
debido probablemente al bajo nivel de pigmentos que éstos presentan, existiendo muy 
pocos estudios en los que se realice una valoración cinética detallada (Guzmán-Tello y 
Cheftel, 1990; Hidalgo y Brandolini, 2008b). No obstante, aunque no se cuantifiquen dichas 
alteraciones, en la mayoría de los trabajos con cereales, los autores coinciden en indicar 
que los cambios acontecen generalmente más rápidamente al inicio de los procesos de 
almacenamiento y conforme progresan van siendo amortiguada la velocidad de las 
pérdidas que se registran (Quackenbush, 1963; Burt et al., 2010). 
 
2.3.3.1. Estabilidad de carotenoides durante el almacenamiento poscosecha de granos y 
harinas. 
Los procesos de almacenamiento conllevan pérdidas de carotenoides impulsadas 
en su mayoría por procesos de oxidación, tanto enzimática como no enzimática. El 
contenido de oxigeno del medio está considerado como el factor más relevante en relación 




a la estabilidad de los carotenoides (Britton y Khachik, 2009). Otras modificaciones de las 
moléculas muy conocidas de estos procesos son las isomerizaciones geométricas (cis-
trans) promovidas por la temperatura, y que se caracterizan por generar alteraciones de la 
actividad biológica de los pigmentos más que pérdidas netas. Los mecanismos de ambos 
procesos han sido descritos en la literatura especializada (El-Agamey y Mcgarvey, 2008; 
Liaaen-Jensen y Lutnaes, 2008). En los almacenamientos de granos de cereales la 
oxidación viene mediada prácticamente por el oxigeno sin embargo en los de productos 
derivados como harinas, entre otros, la alteración de la matriz conlleva no solo procesos 
oxidativos directos sino mediados por enzimas al facilitar el contacto entre éstas y los 
carotenoides (Doblado-Maldonado et al., 2012).  
Como se introdujo con anterioridad los resultados obtenidos en estos experimentos 
depende básicamente de las condiciones empleadas siendo las variables más evaluadas la 
duración del tratamiento y la temperatura. La bibliografía cuanta con ejemplos en los que se 
observan claramente los efectos de estas dos variables, lo que permite ver la repercusión 
de éstas en la estabilidad de los carotenoides presentes (Arya y Parihar, 1981; Farrington 
et al., 1981; Pinzino, 1999; Calucci et al., 2004; Nghia et al., 2006; Hidalgo y Brandolini, 
2008b). En ocasiones, los diseños experimentales cubren, además del propio 
almacenamiento, una práctica de procesado habitual en tecnología de cereales. Esto 
amplia el estudio pero por otro lado, en cierta medida, dificulta la interpretación de los 
resultados que se obtienen. Por ejemplo, Belefant-Miller y Grace (2010) evalúan el 
comportamiento de carotenoides durante un almacenamiento prolongado de arroz 
previamente descascarillado. Una de las prácticas habituales en cereales antes de su 
almacenamiento es el secado de los granos. La reducción de la humedad evita el deterioro 
por mohos, plagas, ácaros, etc, así como una posible germinación prematura del grano 
(Chelkowski, 1991; Jood y kapoor, 1994). Algunos autores como Burt et al. (2010) no 
obtienen una reducción significativa del contenido en pigmentos cuando comparan un 
secado a alta temperatura (90°C) con uno a temperatura ambiente a igualdad en las 
condiciones de almacenamiento de granos de maíz. Otros autores, por el contrario, si 
encuentran diferencias importantes en dicho contenido atribuidas no solo a la temperatura 
aplicada durante el secado de los granos sino también a la duración del mismo 
(Quackenbush, 1963). Aunque, al margen de esta controversia, las condiciones más 
óptimas para la conservación de los cereales, y en particular para preservar los 
carotenoides en ellos presentes, se alcanzan siempre empleando un método exhaustivo de 
retirada de agua (deshidratación) y almacenamiento a temperaturas bajas. Los estudios 
sobre humedad relativa en almacenamientos de granos a veces también describen 
aspectos relacionados con el metabolismo de carotenoides los cuales tienen implicaciones 




importantes para la retención y estabilidad de los mismos (Kaneko et al., 1995; Kaneko y 
Oyanagi, 1995). Tratamientos térmicos antes de almacenamiento también han sido 
realizados con harinas para evaluar la generación de radicales libres y su impacto en los 
antioxidantes (Andersen et al., 2011) así como la posible inactivación de enzimas 
degradativas de éstos (Rodríguez-Amaya, 1997). 
 
2.3.3.2. Efecto del procesado de cereales sobre el contenido carotenoide. 
 Las distintas técnicas de procesado, como se ha introducido con anterioridad, no 
cabe duda que modulan el contenido en carotenoides que finalmente vaya a estar presente 
en los productos derivados de los cereales debido, entre otros factores, a la distribución 
desigual de los pigmentos en las distintas partes del grano (Konopka et al., 2004; Zhou et 
al., 2004a). Esto ha llevado a la modificación así como desarrollo de nuevas técnicas de 
tratamiento con el objetivo de preservar o potenciar el contenido en carotenoides y otros 
fitonutrientes de relevancia nutricional. Las técnicas emergentes de procesado se suman 
así a la mejora convencional y la manipulación genética para la obtención de cultivos de 
granos biofortificados (Hemery et al., 2007; Fardet, 2010). Los cereales son generalmente 
procesados de dos maneras: fraccionamiento en seco seguido de cocinado (a diferentes 
condiciones de temperatura, contenido de agua y presión) para producir productos como 
pasta, galletas, cereales de desayuno, etc, y fermentación para por ejemplo la generación 
de ciertas bebidas alcohólicas. Los productos más populares como el pan y la bollería 
combinan ambos tratamientos. 
El procesado básico del fraccionamiento y la molienda del cereal han permitido 
poder afinar, cada vez más, en el análisis de carotenoides estableciendo comparaciones 
entre las distintas capas del grano de cereal y fracciones comerciales de interés (Ndolo y 
Beta, 2013). Los análisis de productos integrales y de aquellos desprovistos del germen 
(Kean et al., 2008), harina sin salvado y fracciones del mismo (Žilić et al., 2012), granos 
integrales y descascarillados (Kean et al., 2011), granos, harinas y sémolas (Fares et al., 
2008; Luterotti y Kljak, 2010) suelen encontrarse entre las comparaciones más frecuentes. 
Uno de los primeros trabajos detallado realizado al respecto es el de Blessin et al. (1963) 
en granos de maíz. Estos autores analizan el efecto sobre el contenido en pigmentos del 
fraccionamiento manual e industrial de las distintas capas del grano. Sellappan et al. (2009) 
evalúan las pérdidas en β-caroteno, hierro y zinc en granos de arroz transgénicos pulidos 
estimándose ésta en más de un 70%. El pulido es una práctica industrial habitual de este 
cereal que conlleva la eliminación casi al completo de la capa de aleurona y del embrión 
(Juliano, 1994). Como se introdujo anteriormente, las técnicas de procesado pueden 




emplearse con fines en la mejora de cultivos con independencia de su utilidad básica en la 
generación de alimentos derivados o preparación de los mismos. La clasificación de 
genotipos de cereales, mediante la caracterización de su contenido en pigmentos atribuido 
a fracciones específicas del grano, puede ser útil en este sentido. Análisis descriptivos 
como los de Siebenhandl et al. (2007) constituye un ejemplo al respecto, en los que la 
evaluación de fracciones con distintos tamaños de partícula de salvado y harinas facilita la 
clasificación y selección de diversos genotipos de trigos y cebadas. El tamaño de partícula 
generada en estos procesos tiene una gran influencia no solo desde el punto de vista 
técnico sino nutricional. Así, la reducción del tamaño de partícula puede facilitar la 
liberación de vitaminas y fitonutrientes desde las capas más externas del grano (Kahlon et 
al., 1986; Zhou et al., 2004a; Fratianni et al., 2005). Zhou et al. (2004a) comprobaron que la 
micronización de la capa de aleurona se tradujo en una mayor capacidad antioxidante 
comparada con la no micronizada, el salvado y el grano, debido quizás a una mayor 
disponibilidad de los antioxidantes 
Los diversos tratamientos térmicos que se aplican en cereales, con el objetivo de 
ampliar la vida útil de los productos, también han sido reproducidos a escala de laboratorio 
para determinar el efecto en el contenido carotenoide. El tostado de cereales parece tener 
bastante repercusión desencadenando una reducción significativa en el contenido de 
pigmentos. En este sentido, De Oliveira y Rodríguez-Amaya (2007) analizaron una serie de 
productos crudos y procesados derivados del maíz encontrando unas pérdidas de 
aproximadamente el 60%. Resultados similares fueron encontrados como consecuencia de 
la cocción del arroz (Lamberts y Delcour, 2008). Diversos tratamientos térmicos son 
comparados por Scott y Eldridge (2005) al analizar el perfil carotenoide en maíz fresco, 
congelado y enlatado. En este caso, por el contrario, el procesamiento térmico de maíz 
para enlatarlo no produce una disminución relevante del contenido carotenoide. Por otro 
lado se observa que el tratamiento de escaldado que se aplica antes de congelar los 
granos, se traduce en un aumento en la bioaccesibilidad de los carotenoides. El 
calentamiento por microondas de salvado de arroz también produce efectos similares, no 
suponiendo una reducción del nivel de pigmentos, por lo que se propone como una buena 
alternativa para favorecer la conservación y estabilización de esta fracción del grano 
(Abdul-Hamid et al., 2007). Un tratamiento más complejo constituye la extrusión la cual es 
un proceso multi-etapas ampliamente empleado en la industria para generar los cereales 
de desayuno. Las condiciones suaves aplicadas durante la extrusión (contenido alto de 
humedad, tiempo de residencia bajo y baja temperatura) tienen un claro efecto positivo 
sobre la retención de vitaminas y carotenoides, y disminución de la peroxidación lipídica 
entre otros (Cheftel, 1986; Singh et al., 2007). Guzmán-Tello y Cheftel (1990) estudiaron los 




cambios en la concentración de β-caroteno bajo condiciones más severas en la extrusión 
de harina de trigo estimando las pérdidas en un rango de 38-73% de éste cuando la 
temperatura aplicada osciló entre 125-200°C. Otros procesados como el malteado de la 
cebada destacan por generar resultados bastantes dispares cuando se evalúa el efecto de 
dicho procesado sobre el nivel de pigmentos. Así Goupy et al. (1999) en un estudio de 
distintas variedades de cebada registran tanto pérdidas (aproximadamente del 76%) como 
ganancias en el contenido carotenoide. 
Los análisis realizados durante los distintos pasos de procesado de las sémolas y 
generación de pastas indican que es durante la etapa de amasado cuando se registran las 
mayores pérdidas en pigmentos carotenoides, mientras que el posterior periodo de secado 
y maduración resulta ser el menos agresivo (Panfili et al., 2005; Hidalgo et al., 2010; 
Fratianni et al., 2012). Al igual que para el caso anterior la obtención de pan, bollos y 
galletas también concentran pérdidas considerables durante el amasado (Leenhardt et al., 
2006b). Algunos autores, no obstante, describen otras etapas en las que las mermas en 
pigmentos pueden cobrar también protagonismo como es la fase del horneado. En un 
estudio acerca de la evolución de pigmentos durante la fabricación de pan, a partir de trigo 
harinero y Einkorn, Hidalgo et al. (2010) registran pérdidas medias del 47% para la corteza 
de pan frente al 21% para la miga de éste. Al comparar ambos tipos de trigo observaron 
pérdidas menores en Einkorn, caracterizado por presentar un mayor contenido en 
pigmentos. La degradación durante el amasado está gobernada por una oxidación 
enzimática de los pigmentos lo que ha llevado a diversos autores a relacionar ambos 
aspectos (actividades enzimáticas degradativas, perdidas en carotenoides) como parte de 
programas de mejora para la selección de genotipos de cereales cada vez más óptimos 
para aplicaciones panaderas (Trono et al., 1999; Borrelli et al., 2003; Leenhardt et al., 
2006a,b; Fu et al., 2013).  
 Para el caso de tritordeum, como se introdujo antes, las propiedades de este nuevo 
cereal lo hacen más apto para aplicaciones panaderas, similares a las del trigo harinero, y 
por el contrario menos adecuado para la fabricación de sémolas. Recientemente las 
harinas de tritordeum han empezado a comercializarse, aventurando multiple aplicaciones 
para ellas como fabricación de pan, pan de molde, galletas, madalenas u utros productos 
cerealistas (www.agrasys.es). En este sentido, aunque el proceso de elaboración de pan y 
otros derivados supone pérdidas del contenido carotenoide, como para cualquier cereal, el 
pan de tritordeum presenta unos niveles más superiores de luteína (seis veces más) que el 
que presenta los panes de trigos convencionales (según análisis realizado en nuestro 
laboratorio para Agrasys). Dichos resultados, aunque todavía muy prematuros, se 
asemejan a los comentados anteriormente para el trigo Einkorn. 
















































La hipótesis de partida de este trabajo de investigación es la posibilidad de obtener 
cereales con un mayor contenido en pigmentos carotenoides, y una mayor retención y 
estabilidad de los mismos, extensible a los productos derivados de los cereales, 
consiguiendo de este modo alimentos funcionales con un gran impacto en la alimentación 
humana y mayor accesibilidad por la población de países en vías de desarrollo. A fin de 
verificar la viabilidad de dicha hipótesis y comprobar si el desarrollo de nuevos cereales, 
como es el caso de tritordeum, resultarían ser buenos candidatos a tal efecto, el objetivo 
general de la presente Tesis Doctoral ha sido la caracterización de la composición 
carotenoide en trigos duros comerciales (Triticum turgidum var. durum) y en líneas 
avanzadas de tritordeum (H. chilense x T. turgidum conv. Durum), así como el estudio del 
metabolismo carotenoide durante el desarrollo de los granos y posterior almacenamiento 
de éstos y de las harinas resultantes de su procesado. 
 
Para la consecución de dicho objetivo se plantearon los siguientes objetivos parciales: 
 
 Aislamiento, identificación y cuantificación de los pigmentos carotenoides (libres y 
esterificados) presentes en granos de trigo duro y tritordeum.  
  Identificación del patrón de esterificación de las xantofilas, y estudio de la 
composición de ácidos grasos presentes en trigo duro y tritordeum, a fin de 
establecer una hipótesis sobre la naturaleza del proceso de esterificación de 
xantofilas en cereales. 
 Análisis del perfil de pigmentos carotenoides durante el desarrollo del grano en trigo 
duro y tritordeum, así como su relación con la expresión de los genes 
carotenogénicos durante el mismo, al objeto de determinar la regulación de dicha 
ruta en trigo duro y tritordeum. 
 Estudio de la estabilidad de los pigmentos carotenoides en función de las 
condiciones de almacenamiento de granos y harinas de trigo duro y tritordeum, que 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS. 
4.1. Descripción del material vegetal. 
El material vegetal estudiado en el presente trabajo de investigación ha 
contemplado un total de cinco variedades comerciales de trigo duro (Don Pedro, Simeto, 
Claudio, Kofa y UC1113), así como cinco líneas avanzadas de tritordeum (HT621, HT630, 
HT609, HT335 y HT240).  
La variedad Don Pedro, fue obtenida en Méjico por el Centro Internacional de 
Mejoramiento de Maíz y Trigo (CIMMYT), y registrada en España en 1990. La planta posee 
un porte medio, de espigado precoz y presenta una buena resistencia a enfermedades 
como el oídio, la roya amarilla, la roya parda y septoria. La variedad Simeto fue obtenida y 
registrada en Italia en 1998. Se trata de un trigo duro de ciclo medio, de espigas grandes y 
compactas y con aristas negras. Se trata de la variedad más ampliamente utilizada en 
Europa (más del 25% de la cosecha) por sus excelentes parámetros de calidad: alto 
rendimiento en sémola, extraordinario contenido en gluten y elevado valor de proteína. La 
variedad Claudio, al igual que la anterior, fue obtenida y registrada en 1998 en Italia por la 
empresa Sinagro. La planta tiene un porte medio alto, de ciclo alternativo, y al igual que 
Simeto, presenta espigas claras con aristas negras, siendo el grano de color blanco. 
Presenta una resistencia de media a baja para el oidio, siendo por el contrario, alta para el 
caso de la septoria y la roya parda. La variedad Kofa fue desarrollada por el Western Plant 
Breeders (USA) en 1994, presentando excelentes cualidades tecnológicas (alto contenido 
en proteínas y gluten, valores elevado de índice de color). La variedad UC1113 fue 
desarrollada y mejorada en la Universidad de California (Davis, USA) y se caracteriza por 
tener un alto rendimiento de cosecha, aunque sus cualidades con aplicaciones para la 
preparación de pasta son intermedias al presentar un índice de color reducido. Las 
variedades Kofa y UC1113 se han utilizado para producir 93 líneas recombinantes 
endogámicas (RILs) en las que se han mapeado caracteres de calidad, entre los que se 
incluye el contenido carotenoide (YPC). 
Los tritordeum empleados (HT621, HT630, HT609, HT335 y HT240) son líneas 
avanzadas desarrolladas dentro del Programa de Mejora de Tritordeum, dirigido por el Prof. 
Dr. Antonio Martín Muñoz en el Instituto de Agricultura Sostenible (IAS-CSIC) de Córdoba, y 
caracterizadas por presentar un alto contenido en carotenoides.  
La Figuras 38 muestra fotografías de los granos de las variedades/líneas de trigo 
duro y tritordeum utilizadas en el presente estudio. La Figura 39 resume las 
variedades/líneas que fueron utilizadas en función de objetivos planteados. 
     








   






   
 
Figura 38. Fotografías de los granos de las variedades/líneas de trigo duro y tritordeum estudiadas. 
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Figura 39. Variedades de trigo duro y tritordeum empleadas en el presente trabajo de investigación 
con indicación de los experimentos en los que se han usado.  
 
Todas las harinas estudiadas fueron integrales al estar preparadas por molienda a 
partir de los granos enteros según se describirá más adelante. En el caso de las 
experiencias de almacenamiento prolongado (12 meses) de los granos y sus respectivas 
harinas se utilizaron las variedades HT621 y Don Pedro como representativas de ambas 
especies. Los granos de trigo duro (Don Pedro) correspondían a la campaña 2006/2007 y 
los de tritordeum (HT621) al año 2008, habiendo estado conservados a 4°C hasta la puesta 
en marcha de tales experimentos.  
 
4.2. Diseños experimentales. 
4.2.1. Estudio de la evolución del perfil carotenoide durante el desarrollo del grano y 
análisis de expresión de genes de la ruta de carotenogénicos.  
Al objeto de progresar en el conocimiento del metabolismo carotenoide en vegetales 
abordando aspectos relacionados con la biosíntesis y acumulación de éstos, se analizó la 
evolución del contenido y composición de pigmentos carotenoides durante el desarrollo y 
maduración de los granos de ambos cereales, trigo duro y tritordeum, así como la expresión 
de los principales genes que codifican las enzimas implicadas en la carotenogénesis para 
correlacionar dichos niveles con el contenido de pigmentos observado a lo largo del 
desarrollo de los distintos granos. Para ello se diseñó un ensayo de campo completamente 
aleatorizado con 2 bloques (B1 y B2) por variedad (Trigo duro: Don Pedro, Simeto, Claudio, 
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Kofa y UC1113; Tritordeum: HT621, HT630, HT609, HT240 y HT335) (Figura 40). Esto 
experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones del Instituto de Agricultura Sostenible 
(IAS-CSIC) de Córdoba, siendo coordinados por el Dr. Sergio G. Atienza. Cada genotipo 
estuvo representado por 1 surco con 10 plantas separadas 10 cm entre sí. Para cada 
genotipo se determinó la fecha de antesis y se dejó autopolinizar embolsando las espigas 
para evitar cualquier posibilidad de cruzamiento espontáneo. La toma de muestras se 
realizó, entre marzo y abril del 2010, sustrayendo los granos en desarrollo de la parte 
media central de la espiga. Se tomaron muestras a los 8, 14, 18 y 25 días después de la 
antesis (DDA). Las muestras fueron inmediatamente congeladas y almacenadas a -80°C 
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Figura 40. Diseño experimental para el análisis de evolución de pigmentos y expresión de genes 
carotenogénicos durante el desarrollo y maduración del grano. Dos bloques al azar por variedad (B1 
y B2). Estadíos de desarrollo y maduración: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y 
EF (maduro). Material vegetal: trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio, Kofa y UC1113) y tritordeum 
(HT621, HT630, HT609, HT240 y HT335).  
 
 
4.2.2. Evolución y estabilidad de pigmentos carotenoides durante el almacenamiento en 
postrecolección de granos maduros de trigo duro y tritordeum. 
Al objeto de evaluar el efecto de las condiciones de almacenamiento 
(tiempo/temperatura) sobre el metabolismo de los pigmentos carotenoides durante el 
almacenamiento de granos en postcosecha, se dispuso de granos de tres variedades trigo 
duro (Don Pedro, Simeto y Claudio) y tritordeum (HT630, HT621 y HT609) recolectados 
inmediatamente tras alcanzar la total madurez (Figura 41). Los granos fueron dispuestos en 
tres bloques (B1, B2 y B3) por cada variedad, los cuales fueron mantenidos en cámara o 
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estufas termostatizadas a 4, 20 y 37°C. El muestreo se realizó a los 0 (control), 30 (M1), 60 
(M2) y 90 (M3) días. En cada muestreo, y para cada variedad, se retiró de cada bloque una 






















Figura 41. Diseño experimental para el análisis de evolución de pigmentos carotenoides durante el 
almacenamiento en postcosecha de granos maduros. Tres bloques al azar por variedad (B1, B2 y 
B3). Temperaturas de almacenamiento: 4, 20 y 37°C. Muestreos: Control (0 días), M1 (30 días), M2 
(60 días) y M3 (90 días). Material vegetal: trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio) y tritordeum 
(HT621, HT630, HT609).  
 
 
4.2.3. Estudio preliminar de evolución y estabilidad de pigmentos carotenoides durante el 
almacenamiento controlado de harinas integrales de trigo duro y tritordeum. 
 La harina constituye uno de los productos derivados de cereales más importantes 
en cuanto a sus múltiples aplicaciones. Por su extendido uso, resulta de especial interés 
conocer el efecto del almacenamiento sobre el contenido y perfil de pigmentos carotenoides 
en harinas mantenidas a diferentes temperaturas. Para tal fin se realizó un estudio 
preliminar empleando harinas integrales preparadas con los granos maduros utilizados 
para el estudio de almacenamiento en postrecolección de los mismos. Para la obtención de 
las harinas se utilizaron 50 gramos de granos de cada muestra, los cuales fueron molidos 
mediante un molino de martillo con un tamiz de salida de 2 mm. La harina se distribuyó en 
alícuotas de aproximadamente 1 gramo (anotando el peso exacto hasta el cuarto decimal) 
en el interior de tubos Falcon® de 15 mL que fueron dispuestas en gradillas situadas en el 
interior de cámaras o estufas termostatizadas a 4, 20, 37 y 50°C. Se tomaron 4 muestras 
control (tiempo=0 días) por variedad. Para cada variedad se dispuso un total de 24 
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muestras correspondientes a un demuestre mensual por duplicado a 30 (M1), 60 (M2) y 90 












Figura 42. Diseño experimental para el análisis de evolución y estabilidad de los pigmentos 
carotenoides durante el almacenamiento de harinas integrales de trigo duro y tritordeum. 
Temperaturas de almacenamiento: 4, 20, 37 y 50°C. Muestreos: Control (0 días), M1 (30 días), M2 
(60 días) y M3 (90 días). Material vegetal: harinas de trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio) y 
harinas de tritordeum (HT621, HT630, HT609).  
 
 
4.2.4. Estudio de la evolución y estabilidad de los pigmentos carotenoides durante el 
almacenamiento prolongado (12 meses) de granos y harinas integrales de trigo duro y 
tritordeum. 
Con el objetivo de investigar la evolución del contenido y composición de pigmentos 
carotenoides durante el almacenamiento de granos y harinas de trigo duro y tritordeum, así 
como evaluar el efecto de las condiciones impuestas sobre la estabilidad de los mismos y la 
cinética del proceso, se realizó un seguimiento de los pigmentos carotenoides presentes en 
granos y harinas durante un periodo de 12 meses. El experimento se realizó con granos de 
la variedad Don Pedro de trigo duro y HT621 de tritordeum. Al objeto de asegurar la total 
madurez de los granos se seleccionaron semillas correspondientes a campañas anteriores. 
En este sentido, los granos de trigo duro (Don Pedro) correspondían a la campaña 
2006/2007 y los de tritordeum (HT621) al año 2008, habiendo estado conservados a 4°C 
hasta la puesta en marcha de los experimentos. Para ambas variedades se prepararon las 
correspondientes harinas integrales (aproximadamente 300 gramos) empleando un molino 
de bolas Retsch modelo MM400 (condiciones de molienda: 2 bolas de acero de 15 mm de 
diámetro, 25 HZ de frecuencia y 1 minuto de tiempo de molienda). Tanto los granos como 
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las harinas fueron distribuidos en alícuotas de aproximadamente 4 gramos en el interior de 
tubos Falcon® de 15 mL que fueron dispuestas en gradillas situadas en el interior de 
cámaras o estufas termostatizadas a -32, 6, 20, 37 y 50°C, siendo dicha cantidad suficiente 
para realizar un análisis por triplicado de cada muestra (1 g de grano o harina por análisis). 
Se tomaron 5 muestras control (tiempo=0 días) por variedad. Para cada variedad y tipo de 
muestra (granos y harinas) se dispuso un total de 180 muestras correspondientes a un 
demuestre mensual por triplicado a 30 (M1), 60 (M2), 90 (M3), 120 (M4), 150 (M5), 180 
(M6), 210 (M7), 240 (M8), 270 (M9), 300 (M10), 330 (M11) y 360 (M12) días sometidas a las 
temperaturas -32, 6, 20, 37 y 50°C Las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su 
procesamiento y análisis, En las Figuras 43 y 44 se describen los correspondientes diseños 
experimentales. Durante el transcurso de la experiencia se realizó un seguimiento continuo 














Figura 43. Diseño experimental para el análisis de evolución y estabilidad de los pigmentos 
carotenoides durante el almacenamiento de granos de trigo duro (variedad Don Pedro) y tritordeum 
(línea HT621). Temperaturas de almacenamiento: -32, 6, 20, 37 y 50°C. Muestreos: Control (0 días), 
30 (M1), 60 (M2), 90 (M3), 120 (M4), 150 (M5), 180 (M6), 210 (M7), 240 (M8), 270 (M9), 300 (M10), 
330 (M11) y 360 (M12). 
 
     















Figura 44. Diseño experimental para el análisis de evolución y estabilidad de los pigmentos 
carotenoides durante el almacenamiento de harina integrales de trigo duro (variedad Don Pedro) y 
tritordeum (línea HT621). Temperaturas de almacenamiento: -32, 6, 20, 37 y 50°C. Muestreos: 
Control (0 días), 30 (M1), 60 (M2), 90 (M3), 120 (M4), 150 (M5), 180 (M6), 210 (M7), 240 (M8), 270 
(M9), 300 (M10), 330 (M11) y 360 (M12). 
 
4.3. Determinación de humedad relativa de granos en desarrollo y maduros. 
Con el objetivo de expresar los datos de concentración de pigmentos en base a 
peso seco se determinó la humedad relativa de las muestras de trigo duro y tritordeum. Las 
mediciones fueron realizadas con al analizador de humedad Ohaus MB35.   
 
4.4. Análisis de pigmentos.  
4.4.1. Extracción de pigmentos. 
La extracción de pigmentos fue realizada siguiendo protocolos puestos a punto en 
nuestro laboratorio, los cuales fueron adaptados en función del tipo de muestra (grano, 
harina, estadío de desarrollo) y el número de muestra a analizar en cada apartado del 
presente trabajo de investigación. A continuación se describen los métodos utilizados: 
 
4.4.1.1. Extracción de pigmentos para la identificación, caracterización pormenorizada y 
cuantificación preliminar del perfil carotenoide en muestras de trigo duro y tritordeum.  
 La extracción de pigmentos carotenoides se llevó a cabo siguiendo el protocolo de 
Atienza et al. (2007b) previamente desarrollado en nuestro laboratorio, con algunas 
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modificaciones, tal y como se describe en la Figura 45. Se empleó aproximadamente un 
gramo de muestra (grano o harina). En el caso de los granos, antes de la extracción la 
muestra debe ser molida, para lo cual se utilizó un molino manual de especias. La 
extracción se realizó en tubos falcon® de 15 mL, añadiendo 4 mL de acetona conteniendo 
0.1% de BHT (Butilhidroxitolueno), agitando en vortex durante 2 minutos, y posterior 
sonicación durante 5 minutos. El extracto resultante se centrifugó a 5000 rpm y 4°C durante 
5 minutos, y el sobrenadante, conteniendo los pigmentos carotenoides, se traspasó 
cuidadosamente con una pipeta pasteur a otro tubo de ensayo. La operación de extracción 
se repitió en total tres veces, y todas las fracciones se reunieron en el mismo tubo. En la 
puesta a punto del método se constató que una cuarta extracción era innecesaria. El 
disolvente se evaporó bajo corriente de nitrógeno, y el extracto seco resultante se disolvió 
en 0.5 mL de acetona y se almacenó a -30°C hasta su posterior análisis mediante HPLC. El 
análisis de pigmentos se realizó por triplicado. Todas las operaciones se realizaron bajo luz 
verde para evitar la isomerización y fotodegradación de los pigmentos. 
 
4.4.1.2. Extracción y cuantificación de pigmentos (clorofilas y carotenoides) durante el 
desarrollo de los granos. 
Para la extracción de los pigmentos cloroplásticos, clorofilas y carotenoides, 
presentes en los granos en diferentes estadíos de desarrollo se desarrolló un método de 
extracción asistida por molienda por vía húmeda en presencia del extractante (Figura 46). 
Para tal fin el protocolo fue optimizado realizando diversas pruebas atendiendo a las 
condiciones de molienda (tiempo, velocidad y volumen de disolvente extractante). Las 
mejores condiciones seleccionadas consisten en moler los granos (3 granos con 
independencia del estadío de madurez) en un tubo Eppendorf® en presencia de 2 bolas de 
acero de 5 mm y 1 mL de acetona conteniendo 0.1% de BHT. Tras congelar el tubo 
conteniendo la muestra en nitrógeno líquido, se procedió a la molienda/extracción aplicando 
25 Hz de velocidad durante 6 minutos. El extracto resultante se centrifugó a 13000 rpm y 
4°C durante 5 minutos. El sobrenadante conteniendo los pigmentos se transfirió a otro tubo 
Eppendorf, centrifugándose de nuevo en las mismas condiciones, analizándose 
seguidamente mediante HPLC. El protocolo desarrollado permitió el análisis simultáneo de 
20 muestras, con las consecuentes ventajas, al tiempo que usa cantidades muy reducidas 
de disolventes y reduce al mínimo la manipulación de las muestras. El análisis de 
pigmentos se realizó por duplicado para cada bloque y estadío de desarrollo. Todas las 
operaciones se llevaron a cabo bajo luz verde para evitar la fotodegradación de los 
pigmentos.  
     




4.4.1.3. Extracción de pigmentos carotenoides en granos maduros, así como en las 
muestras de granos y harinas correspondientes a los ensayos de almacenamiento 
prolongado. 
 Dado el elevado número de muestras a analizar en los experimentos de 
almacenamiento de granos y harinas de trigo duro y tritordeum, así como los análisis de 
granos maduros correspondientes a los experimentos de desarrollo, se planteó la 
adaptación del protocolo rutinario de extracción (descrito en el apartado 4.4.1.1) en base a 
la técnica de extracción asistida por molienda. Esta técnica permite la extracción y molienda 
simultanea de los granos y harinas, especialmente en los primeros, en un tiempo muy 
reducido (1 minuto), reduciendo el tiempo total de preparación del extracto previo al análisis 
por HPLC en tan solo 12 minutos (Figura 47), El protocolo desarrollado permitió la 
extracción simultánea de 2 muestras, mediante la optimización previa de las condiciones de 
molienda: tiempo, velocidad, tamaño de bolas, volumen de disolvente y relación 
muestra/disolvente. Brevemente, la muestra (1 gramo de grano o harina, según el tipo de 
muestra) se colocó en un tarro de molienda de acero inoxidable de 25 mL de capacidad, 
junto con 2 bolas de acero de 15 mm, 6 ml de acetona conteniendo 0.1% de BHT, y una 
cantidad conocida de patrón interno ( -Apo-8’-carotenal; 1.7 g para trigo duro y 3.4 g 
para tritordeum). En las muestras correspondientes a las temperaturas más elevadas (37 y 
50 °C) de los experimentos de almacenamiento prolongado, la cantidad de patrón interno 
se fue reduciendo paulatinamente al objeto de adaptarla a los niveles de carotenoide 
remanentes. Las condiciones de molienda seleccionadas fueron 25 Hz de velocidad 
durante un minuto. La mezcla resultante de la molienda se transfirió mediante una pipeta 
pasteur a un tubo falcon® de 15 mL y seguidamente se centrifugó a 5000 rpm y 4°C 
durante 5 minutos. El sobrenadante conteniendo los pigmentos se pasó a otro falcon® y el 
disolvente se evaporó bajo corriente de nitrógeno. Finalmente el extracto seco se disolvió 
en 0.5 mL de acetona, se centrifugó a 13000 rpm y 4°C durante 5 minutos y congeló a -30 
°C hasta su análisis por HPLC. El análisis de pigmentos se realizó, al menos, por triplicado. 
Todas las operaciones se llevaron a cabo bajo luz verde evitando la fotodegradación de los 
pigmentos. La Figura 48 muestra el equipo de molienda (Retsch, MM400) utilizado para el 
desarrollo del método, así como los tarros de molienda y las bolas (15 mm) empleadas. 
 
     







4 ml de Acetona 
(0.1% BHT) 





5000 rpm, 5 min, 4ºC







0.5 ml acetona 
Congelación -30ºC  
 
 
Figura 45. Esquema del protocolo general de extracción de pigmentos carotenoides a partir de 
granos y harinas de trigo duro y tritordeum utilizados para la identificación y caracterización, así 
como en los ensayos de almacenamiento en postrecolección de granos maduros, y de 






     










Molienda y extracción  en 
molino de bolas 
2 bolas 5 mm, 25 Hz, 6 min
Centrifugación 
13000 rpm, 5 min, 4ºC




Congelación -30ºC  
 
Figura 46. Esquema del protocolo de extracción de pigmentos cloroplásticos a partir de granos en 
desarrollo. 
 
     







6 ml de Acetona 
(0.1% BHT) 
Molienda y extracción  en 
molino de bolas 
Tarro de acero 
2 bolas 15mm, 25Hz, 1 min
Centrifugación 
5000 rpm, 5 min, 4ºC









0.5 ml acetona 
Congelación -30ºC  
 
 
Figura 47. Esquema del protocolo de extracción de pigmentos carotenoides a partir de granos 
maduros procedentes de los ensayos de desarrollo de grano, así como los granos y harinas de los 





     






Figura 48. Equipo de molienda Retsch MM400 (A), tarros (25 mL) y bolas de acero inoxidable (15 
mm) empleados para la extracción de carotenoides asistida por molienda (B). 
 
 
4.4.2. Saponificación de extractos de pigmentos carotenoides. 
La saponificación de las muestras, exclusivamente para fines de identificación de 
pigmentos, se llevó a cabo en tubos falcon® de 15 mL, conteniendo el extracto de 
pigmentos solubilizados en 2 mL de éter dietílico y adicionando 0.5 mL de una solución de 
KOH-MeOH al 10% (p/v). La mezcla se mantuvo durante 30 minutos, con agitación 
periódica. La reacción se detuvo mediante la adición de 3mL de NaCl al 10% (p/v), y la fase 
acuosa resultante se eliminó. La correspondiente fase orgánica se lavó con agua destilada 
hasta neutralidad, posteriormente se trató con 4 mL de Na2SO4 al 2% (p/v) para eliminar 
restos de agua, y finalmente se evaporó la muestra bajo corriente de nitrógeno. Los 
pigmentos se disolvieron en 0.5 mL de acetona, y se almacenaron a -30°C hasta su 
posterior análisis mediante HPLC. 
 
4.4.3. Síntesis de ésteres de luteína con ácidos grasos. 
La reacción de esterificación de luteína con ácido palmítico y ácido linoleico fue 
realizada en base al protocolo de Young et al. (2007) con ligeras modificaciones. El método 
consistió en la mezcla de 0.018 µmol de xantofila con 3 µmol de ácido graso (1.5 µmol en el 
caso de la reacción simultánea con los dos ácidos grasos), 5 µmol de N,N’-
diciclohexilcarbodiimida y 30 µmol de 1,4-(dimetilamin)piridina, todo ello disuelto en 300 µL 
de cloroformo. La reacción transcurrió a 25°C en agitación y el tiempo de reacción durante 
2 horas, tras lo cual se detuvo la reacción mediante adición de 300 µL de N,N’-
dimetilformamida. El cloroformo remanente se eliminó bajo una corriente de nitrógeno. Las 
muestras fueron congeladas a -30°C hasta su análisis mediante HPLC. 
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4.4.4. Identificación de pigmentos carotenoides. 
La identificación de los pigmentos carotenoides se realizó en función de sus 
propiedades de absorción electrónica en el rango UV-visible, comportamiento 
cromatográfico (HPLC y TLC), co-cromatografía con patrones puros, color en placa y 
disolución. Las características espectrales que mostraban los pigmentos en distintos 
disolventes (forma del espectro o estructura fina, número y posición de los máximos de 
absorción, etc.) fueron contrastadas con la información disponible en la bibliografía 
especializada (Foppen, 1971; Davies, 1976; Davies y Köst, 1980; Britton, 1995; Mínguez-
Mosquera et al. 1997; Britton et al. 2004), la cual debía ser coherente con el cromóforo 
presente en la estructura propuesta. En el caso de HPLC, la posibilidad de la adquisición de 
los espectros en tiempo real, mediante el empleo de detectores de array de diodos (DAD), 
para todos los picos cromatográficos facilita enormemente la aplicación de estos criterios 
de identificación. Además, siempre que fue posible, entre los criterios de identificación 
estructural se incluyó la adquisición del espectro de masas. Para la caracterización de 
grupos funcionales, se ensayaron distintas reacciones químicas específicas, las cuales se 
describen a continuación (Davies, 1976; Eugster, 1995; Mínguez-Mosquera et al. 1997). 
Grupos 5,6-epóxidos. Los pigmentos con grupos 5,6-epóxidos en su molécula se 
transforman en medio ácido en grupos 5,8-epóxidos (furanoides) (Figura 49), lo cual lleva 
asociado una modificación de la forma y la localización de los máximos en el espectro de 
absorción, así como un cambio del color que muestra el pigmento en solución, 
observándose en el espectro un desplazamiento hipsocrómico de 15-20 nm si la molécula 
presenta un grupo 5,6 epóxido y de 35-40 nm si son dos grupos (Figura 50). El ensayo se 
realiza añadiendo una o dos gotas de HCl acuoso al 10% a una disolución etanólica del 
pigmento. El curso de la reacción puede seguirse espectrofotométricamente (se realiza en 
la cubeta del espectrofotómetro), o incluso mediante HPLC, lo cual permite así mismo 
identificar los productos de la reacción (5,8-epóxidos). Esta reacción ácida también se 
puede llevar a cabo en la placa de cromatografía (TLC), de tal forma que una vez 
desarrollado el cromatograma se expone el pigmento a vapores de HCl concentrado. Los 
diepóxidos dan un color azul intenso mientras que los monoepóxidos adquieren una 
tonalidad azul verdosa. Los carotenoides con dos grupos hidroxilos exclusivamente, 
adquieren un color marrón bordeado de verde. El resto de carotenoides no deben cambiar 
de color o pasan a marrón. 
     
















Figura 49. Esquema de la reacción de la reorganización interna del grupo funcional 5,6-epóxido a 
grupo 5,8-epóxido catalizada por medio ácido. 
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Figura 50. Prueba de grupo funcional 5,6-epóxido. (Ejemplo: Modificación del espectro de absorción 
de violaxanteno por reorganización interna del grupo funcional 5,6-epóxido a grupo 5,8-epóxido 
(conversión a auroxanteno) catalizada por medio ácido en etanol). 
 
Grupos carbonilos. Los grupos carbonilos se detectan fácilmente mediante 
reducción a alcoholes empleando hidruros metálicos como LiAlH4 ó NaBH4 (Figura 51). El 
LiAlH4 es un agente reductor mucho más fuerte, que reduce no sólo aldehídos y cetonas, 
sino también ácidos, ésteres y otros grupos funcionales polares. El ensayo se lleva a cabo 
añadiendo algunos cristales de NaBH4 a una solución del pigmento en etanol del 95% y 
dejando reaccionar durante 3 horas en refrigerador. Pasado este tiempo se transfiere el 
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pigmento a éter dietílico. Modificaciones en el espectro de absorción tales como descenso 
en la absorbancia (intensidad de color), un desplazamiento hipsocrómico del máximo de 
absorción, y un cambio notable en la forma del espectro (aumento de la estructura fina) 
suelen ser signos evidentes de que la reducción se ha llevado a cabo y por los tanto la 












Figura 51. Esquema de la reacción de la reducción de grupo carbonilo a grupo hidroxilo en presencia 
de NaBH4 o LiAlH4. 
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Figura 52. Prueba de grupo funcional carbonilo. (Ejemplo: modificación del espectro de absorción de 
capsorrubeno por reducción con NaBH4 en etanol (conversión en capsorrubol)). 
 
 
Grupos hidroxilos. Los alcoholes se convierten en ésteres por reacción con los 
ácidos carboxílicos, cloruros de ácido y anhídridos de ácido (Figura 53). Al pigmento 
disuelto en 2 mL de piridina se le añade 0.2 mL de anhídrido acético, se deja reaccionar 
durante 12 horas en la oscuridad. La reacción se detiene añadiendo agua y transfiriendo a 
éter de petróleo. El número de ésteres que se forman, según que los alcoholes sean 
simétricos o no, dan una idea del número de grupos hidroxilos que contiene la molécula, 
tras examinarlos por TLC ó HPLC. La presencia de un sólo grupo hidroxilo da lugar a un 
único derivado acetilado. Si están presentes dos grupos hidroxilos el resultado es un 
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derivado diacetilado y uno o dos derivados monoacetilados, dependiendo de que los grupos 
hidroxilos sean o no simétricos. Los derivados esterificados presentan menor polaridad por 
lo que en cromatografía en fase reversa eluirán con posterioridad al pigmento libre. 
Realizando esta prueba sobre pigmentos en distinto grado de esterificación podremos 
conocer como es dicha esterificación, es decir, no esterificado, monoesterificado o 
totalmente esterificado. La esterificación no modifica el cromóforo del pigmento y por lo 









Figura 53. Esquema de la reacción de acetilación (esterificación) de un grupo hidroxilo en la posición 
3 de un anillo - terminal. 
 
 
4.4.5. Aislamiento y purificación de patrones de pigmentos.  
Son escasos los pigmentos carotenoides que se encuentran disponibles de forma 
comercial, por lo que los patrones deben ser preparados en el laboratorio mediante su 
aislamiento y purificación a partir de fuentes naturales o por síntesis parcial. Estos patrones 
tiene una doble finalidad, por un lado su uso como estándares para identificación y por otro 
como compuestos de referencia para la preparación de rectas de calibrado. 
 El aislamiento y purificación de patrones se suele realizar a partir de fuentes naturales 
(frutos y vegetales) en las cuales los pigmentos objeto de aislamiento se presentan en 
concentraciones altas y preferiblemente como compuesto mayoritario. En el presente trabajo 
luteína y β-caroteno fueron aislados a partir hojas de espinaca (Spinacia oleracea L.), mientras 
que zeaxanteno se obtuvo de frutos maduros de pimiento rojo (Capsicum annuum L.). El 
aislamiento de patrones pasa por la preparación de un extracto concentrado de espinaca y 
pimiento rojo a partir de 100 gramos de material vegetal. El extracto disuelto en éter dietílico se 
saponifica con KOH-MeOH 10% (p/v) durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo se añade 
disolución de NaCl 10% (p/v), y se lava repetidas veces con agua destilada hasta neutralidad. 
El extracto etéreo se filtra por lecho de Na2SO4 anhidro, y se evapora a sequedad en rotavapor 
a temperatura inferior a 30°C. El residuo seco se disuelve en 10 mL de acetona constituyendo 
el extracto concentrado utilizado con fines de aislamiento y purificación de patrones de 
pigmentos. La separación y aislamiento de los pigmentos se realiza mediante separación 
cromatográfica en TLC (thin layer chromatography) sobre placas de Silica gel 60GF, utilizando 
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como líquido de desarrollo la mezcla éter de petróleo (65-95oC)/acetona/dietilamina (10:4:1) 
(Mínguez Mosquera y Garrido Fernández, 1989). En estas condiciones es posible aislar β-
caroteno (Rf=1.00) y luteína (Rf=0.41) del extracto de espinacas, y zeaxanteno (Rf=0.40) del 
extracto de pimiento rojo. Los pigmentos se purifican mediante recromatografía en las mismas 
condiciones en las que se han obtenido, y finalmente se comprueba la pureza mediante 
análisis por HPLC en las condiciones que se describen a continuación. Así mismo, se tuvieron 
que usar otros patrones de carotenoides ( -caroteno, 9’-cis-neoxanteno, violaxanteno, 
anteraxanteno) y clorofilas (clorofila a y clorofila b), para lo que se hizo uso de los existentes 
en la colección de pigmentos de nuestro grupo de investigación, los cuales han sido aislados e 
identificados de fuentes naturales siguiendo protocolos similares al que hemos descrito 
(Mínguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1993; Mínguez-Mosquera et al. 1997). La 
concentración de las soluciones stock se determina espectrofotométricamente utilizando los 
correspondientes coeficientes de absorción específica (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Coeficientes de extinción específico (
%1
1cmA ) empleados para la cuantificación de las 









Carotenoide    
    Luteína  2550 448 Etanol 
   Zeaxanteno  2348 448 EPL* 
   9’-cis-Neoxanteno  2243 438 Etanol 
   Violaxanteno 2550 440 Etanol 
   Anteraxanteno 2350 446 Etanol 
   -Caroteno 2592 448 EPL 
    
Clorofilico    
   Clorofila a  840 430 Acetona 
   Clorofila b 1450 450 Acetona 
 * EPL. Éter de petróleo ligero 40-60 
 
4.4.6. Separación y cuantificación de pigmentos mediante HPLC. 
4.4.6.1. Método rutinario para la separación y cuantificación de pigmentos presentes en 
granos y harinas de cereal mediante HPLC en fase reversa C18. 
El análisis de pigmentos carotenoides mediante cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC) se llevó a cabo utilizando el método desarrollado por Mínguez-Mosquera 
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y Hornero-Méndez (1993) con algunas adaptaciones (Atienza et al., 2007b). El sistema 
cromatográfico estuvo compuesto de una bomba cuaternaria Waters 2695 Alliance y un 
detector de diodos Waters 2998, controlado con la estación de datos Empower2 software 
(Waters Cromatografía, S.A., Barcelona) (Figura 54). La separación se llevó a cabo 
empleando una columna analítica de fase reversa Mediterranea SEA18 (20×0.46 cm d.i., 3 
µm; Teknokroma, Barcelona) a la que se colocó una precolumna del mismo material 
(1×0.46 cm d.i.). La separación se realizó mediante un gradiente de elución binario 
empleando acetona (eluente A) y agua desionizada (eluente B) con una composición inicial 
de 75% de acetona. Dicha composición varío linealmente hasta 95% de acetona en 10 
minutos, y posteriormente hasta 100% de acetona en 2 minutos, manteniendo dicha 
composición durante 10 minutos adicionales, tras lo cual se restituyen las condiciones 
iniciales (75% acetona) en 5 minutos. La Tabla 4 resume el gradiente de elución empleado 
de forma rutinaria para el análisis de carotenoides en granos y harinas de cereal. De 
manera análoga, la Tabla 5 muestra el gradente de elución utilizado para el análisis de los 
pigmentos cloroplásticos (clorofilas y carotenoides) en las muestras de granos en 
desarrollo. El flujo de elución fue de 1 mL/min, y el volumen de inyección se fijó en 10 o 20 
μL, en función de la concentración aparente de la muestra analizada. La columna se 
mantuvo termostatizada a 25°C, y el compartimento de muestras se refrigeró a 15°C. La 
detección se realizó a 450 nm, y en todo momento se adquirió el espectro de absorción UV-
visible en el rango 350-700 nm (1.2 nm de resolución, 10 espectros/segundo). En el caso 
de las muestras de granos en desarrollo la detección se realizó de forma simultánea a 430 
y 450 nm, al objeto de cuantificar adecuadamente las clorofilas y carotenoides como 
violaxanteno y 9’-cis-neoxanteno. La cuantificación de cada pigmento se realizó mediante 
el método del patrón externo (luteína, zeaxanteno, -caroteno, anteraxanteno, 9’-cis-
neoxanteno, violaxanteno, clorofila a y clorofila b patrón). Las curvas de calibrado fueron 
preparadas utilizando nueve niveles de concentración en el rango 0.5-30.0 μg/mL, y 
realizando cada inyección por triplicado. De manera análoga, se preparó una curva de 
calibrado de β-apo-8’-carotenal que en algunos experimentos fue utilizado como patrón 
interno. La Tabla 6 muestra las curvas de calibrado para cada pigmento con indicación de 
los límites de detección (LOD) y cuantificación (LOQ), así como la longitud de onda de 
detección empleada. La cuantificación de las formas esterificadas de luteína fue realizada 
empleando el calibrado de luteína libre, ya que la esterificación con ácidos grasos no 
modifica las propiedades cromofóricas de los carotenoides. En relación a las xantofilas 
esterificadas, Mínguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1994b) demostraron que la 
cromatografía mediante HPLC en fase reversa es posible distinguir tres fracciones de 
xantofilas en función del grado de esterificación, es decir xantofilas libres (L), 
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monoesterificadas (ME) y diesterificadas (DE). Para la cuantificación de las fracciones 
esterificadas, los picos correspondientes a dichas fracciones se integraron conjuntamente y 
se les aplicó la recta de calibrado obtenida con luteína patrón. Los isómeros cis de luteína 
fueron cuantificados utilizando la curva de calibrado del all-trans-luteína. De manera 
análoga, la cuantificación de -caroteno se realizó con la curva de luteína, debido a que 
comparten el mismo cromóforo, previa corrección de los factores de respuesta mediante los 
pesos moleculares de ambos compuestos. 
 
 
Figura 54. Equipo de cromatografía líquida de alta resolución (Waters 2695 Alliance) con detector 
espectrofotométrico DAD UV-visible (Waters 2998). 
 
 
Tabla 4. Gradiente de elución binario empleado para el análisis rutinario de carotenoides en granos y 










Inicial 75 25  
10 95 5 Lineal (6) 
12 100 0 Lineal (6) 
22 100 0 Lineal (6) 
27 75 25 Lineal (6) 
*El número se corresponde con el catálogo de curvas de gradientes de 
los equipos de cromatografía Waters.  
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Tabla 5. Gradiente de elución binario empleado para el análisis de los pigmentos cloroplásticos 











Inicial 75 25  
10 95 5 Lineal (6) 
17 95 5 Lineal (6) 
20 100 0 Convexa (1) 
28 100 0 Convexa (1) 
33 75 25 Convexa (1) 
*El número se corresponde con el catálogo de curvas de gradientes 
de los equipos de cromatografía Waters. 
 
 
Tabla 6. Curvas de calibrado para la cuantificación por HPLC-DAD de los pigmentos cloroplásticos. 






















Carotenoide      
    Luteína  450 y= 13234 x 0.9989 23 70 
   Zeaxanteno  450 y= 9961 x 0.9918 30 92 
   9’-cis-Neoxanteno  450 y= 6336 x 0.9902 48 145 
   Violaxanteno 450 y= 8939 x 0.9907 34 103 
   Anteraxanteno 450 y= 9872 x 0.9923 31 93 
   -Caroteno 450 y= 11756 x 0.9995 26 78 
   β-apo-8’-carotenal 450 y= 10456 x 0.9928 29 88 
  
    
Clorofilico      
   Clorofila a  430 y= 2798 x 0.9964 109 329 
   Clorofila b 450 y= 4707 x 0.9982 64 195 
* y =ax; y=Area de pico, a=factor de respuesta (pendiente), x=cantidad de pigmento inyectada (ng). Las 
curva de calibrado fueron obtenidas por el método de mínimos cuadrados ponderado y forzando por el 
origen (b=0). 
**LOD; Límite de detección (Calculado como 3.33 S/N (relación señal ruido) según ICH, 2005).  
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4.4.6.2. Análisis de xantofilas libres y esterificadas mediante HPLC en fase reversa C30 y 
espectrometría de masas (HPLC-MS-(APcl)) 
Al objeto de identificar la naturaleza de la esterificación de las xantofilas presentes 
en las variedades de trigo y tritordeum estudiadas se hizo uso de la técnica de 
espectrometría de masas acoplada a HPLC y espectroscopia de absorción UV-visible 
(HPLC-DAD-MS). Para ello se dispuso de una bomba cuaternaria Waters 2695 Alliance 
acoplando en línea un detector de diodos Waters 996 seguido de un detector de 
espectrometría de masas Micromass ZMD4000 (Manchester, UK) dotado de una sonda 
APcI (Atmospheric Pressure Chemical Ionisation), y controlado con la estación de datos 
MassLynx 3.2 software (Waters Cromatografía, S.A., Barcelona) (Figura 55). La separación 
se llevó a cabo empleando el método propuesto por Breithaupt y Schwack (2000), 
utilizando una columna analítica de fase reversa YMC C30 (250 × 0.46 cm d.i., 5 µm; YMC 
Europe GMBH, Dinslaken, Alemania) y con ligeras modificaciones de las condiciones 
cromatográficas originales. El método utiliza un gradiente de elución ternario empleando 
metanol (eluente A), metil-tert-butil eter (eluente B) y agua desionizada (eluente C) con una 
composición inicial de 81:15:4 (v/v/v). Dicha composición varía linealmente hasta 45:53:2 
(v/v/v) en 45 minutos, y posteriormente hasta 9:91:0 (v/v/v) en 15 minutos, es decir un 
tiempo total de análisis de 60 minutos (Tabla 7). La vuelta a las condiciones iniciales se 
realiza en 5 minutos. El flujo de elución fue de 1 mL/min, y el volumen de inyección 20 μL, 
manteniéndose la columna y el compartimento de muestras a 25 y a 15°C, 
respectivamente. La detección mediante espectroscopia UV-visible se realizó a 450 nm, y 
el espectro de absorción se adquirió en el rango 250-700 nm (1.2 nm de resolución, 10 
espectros/segundo). Las condiciones de espectrometría de masas fueron: modo positivo 
(+); temperatura del bloque (source) 150°C; temperatura de la sonda APcI 400°C; voltaje de 
la corona 3.7 kV, lentes HV 0.5 kV, y voltaje del cono 30 V. Los flujos de nitrógeno como 
gas de desolvatación y de cono fueron 350 y 75 L/h, respectivamente. El espectro de 
masas de los carotenoides se adquirió en el rango m/z 300-1200. 
 
 
     





Figura 55. Equipo de cromatografía líquida de alta resolución (Waters 2695 Alliance) acoplando en 
serie a un detector DAD UV-visible de diodos (Waters 996) y a un detector de espectrometría de 
masas (Micromass ZMD4000) con sonda APCI. 
 
 
Tabla 7. Gradiente de elución ternario empleado para el análisis de los pigmentos carotenoides 
(libres y esterificados) mediante HPLC en fase reversa C30 y espectrometría de masas (HPLC-MS-
(APcl)). 












Inicial 4 81 15  
45 2 45 53 Lineal (6) 
60 0 9 91 Lineal (6) 
65 4 81 15 Lineal (6) 




4.5. Análisis de ácidos grasos mediante cromatografía de gases (GC).  
El análisis de la composición de ácidos grasos de las muestras estudiadas se 
realizó mediante el método de Garcés y Mancha (1993), el cual permite realizar 
simultáneamente la extracción de los lípidos y la hidrólisis y derivatización de los ácidos 
grasos (libres y combinados) a sus correspondientes ésteres metílicos (FAMES; Fatty acid 
methyl esters) para ser analizados por cromatografía de gases (GC). En nuestro caso este 
método es especialmente conveniente dado el pequeño tamaño de la muestra y el bajo 
contenido en lípidos de los cereales (inferior al 2%). Parte del presente trabajo ha incluido la 
adaptación del citado método para ser empleado en el análisis de ácidos grasos en trigos y 
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tritordeum (aplicable al resto de cereales), el cual se describe a continuación. Medio gramo 
(0.5 g) de harina se coloca en un tubo de vidrio de 18 mL con tapón de rosca y junta de 
teflón, y se añaden 1.65 mL de la mezcla metanol:tolueno:2,2-dimetoxipropano 
(DMP):H2SO4 (39:20:5:2, v/v/v/v), 0.85 mL de heptano conteniendo 0.05% de BHT, y 100 
μL de solución de ácido heptadecanoico (C17:0, patrón interno) de concentración 20.0 
mg/mL. El tubo se purga con N2, y se agita vigorosamente en vortex durante 1 minuto, y 
seguidamente se mantiene a 85°C en bloque calefactor durante 2 horas. Cuando la 
reacción finaliza, el tubo se deja enfriar a temperatura ambiente, y se transfieren 0.5 mL de 
la fase superior, conteniendo los FAMES, a un vial de cromatografía para ser analizados 
por GC. La separación y cuantificación de los FAMES se realizó usando un cromatógrafo 
de gases Agilent Technologies 7890A dotado de un detector de ionización de llama (FID) y 
un inyector automático (Figura 56). La separación se realizó con una columna capilar 
(Supelcowax 10, 30m × 0.32mm, 0.25μm film), y las condiciones de trabajo fueron: 
temperatura del inyector, 250°C; temperatura del detector FID, 260°C; gas portador, Helio 
(flujo lineal constante, 1.75 mL/min); volumen de inyección, 1 μL (relación de split 1:50). La 
temperatura de horno se mantiene inicialmente a 145°C, cambiando a una velocidad de 
15°C/min hasta 230°C, temperatura que se mantiene constante durante 10 minutos, para 
volver a las condiciones iniciales. La cuantificación se realiza mediante calibrado frente a 
patrón interno (ácido heptadecanoico, C17:0), y asumiendo para todos los ácidos grasos el 
mismo factor de respuesta relativo (Fr=1). La composición de ácidos grasos se expresa 
tanto en términos relativos (%) como absolutos (μg/g). La identificación de los ácidos 
grasos se realizó mediante la comparación de los tiempos de retención relativos de los 
picos cromatográficos con los de mezclas patrones de ésteres metílicos de ácidos grasos 
(FAME Supelco 37 Mix, ref. 47885-U) y FAME Mix C8-C22, ref. 18920), así como 
inyectando muestras reales de composición conocida (aceite de oliva virgen, y aceite de 
girasol). 
 
     





Figura 56. Equipo de cromatografía de gases (Agilent 7890A) dotado de detector de ionización de 
llama (FID) para en análisis de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAMES). 
 
 
4.6. Cálculos de parámetros cinéticos.  
La expresión de la ecuación de velocidad fue obtenida empleando el método basado 
en el uso de las ecuaciones de velocidad integradas para un reactivo (Upadhyay, 2006). 
Para la siguiente reacción general:  
PnA  
 si C0 es la concentración inicial del reactivo A, Ct la concentración a cualquier tiempo t 
(meses), k es la constante de velocidad de la reacción, en nuestro caso de degradación 
(meses -1) y n es el orden de la reacción, la expresión diferencial de velocidad (1) viene 
dada como 
-dC/dt=k Cn     (1) 
 
que reordenando resulta en la expresión (2): 
 
-dC/Cn=k dt     (2) 
 
la cual puede ser integrada, tomando como límites de integración C0 (concentración inicial) 
y Ct (concentración transcurrido un tiempo t). 
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∫dC/Cn=-k ∫dt                                      (3) 
 
En función del valor que tome el orden de reacción (n) la expresión de la 
dependencia de la velocidad de reacción será distinta. En la Tabla 8 se muestran las 
expresiones de la velocidad de reacción, su forma integrada y lineal, así como los 
parámetros cinéticos para reacciones de orden 0 y 1.  
 




















C-C0 vs t 
 










= k C 
 
Ln(C/C0)=-k t 
Ln(C/C0) vs t 






Según se desprende de la tabla, para ambos órdenes la constante de velocidad (k) a 
una temperatura dada (T) es la pendiente de las respectivas rectas indicadas. Se investigó el 
ajuste para cinética de orden cero (n=0) y primer orden (n=1) a los datos experimentales 
correspondientes a cada pigmento presente en los dos tipos de cereales, trigos y tritordeum, 
al objeto de determinar el mejor modelo. A su vez empleando la expresión de velocidad 
integrada correspondiente al modelo de mejor ajuste (generalmente de primer orden) se 
calcularon los parámetros de vida media (t1/2) y D (t1/10) siendo el tiempo que debe de 
transcurrir para que la concentración inicial de un determinado compuesto se reduzca 
respectivamente a la mitad y a la décima parte. 
La dependencia de la velocidad de reacción con la temperatura fue cuantificada 
mediante la ecuación de Arrhenius (4):  
 
k = k0 exp (-Ea/RT)            (4) 
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o en su expresión lineal, tras tomar logaritmos naturales (Ln) 
 
         Lnk = Lnk0 -Ea/RT                 (5) 
  
donde Ea es la energía de activación de la reacción (kJ/mol), Lnk0 es el factor pre-
exponencial, R es la constante de los gases (8.314 J mol-1 K-1) y T es la temperatura (en 
grados Kelvin). Los parámetros de Ea y Lnk0 fueron obtenidos gráficamente de las 
representaciones de Lnk frente al inverso de la temperatura (1/T), siendo ambos 
parámetros respectivamente el numerador de la pendiente y la ordenada en el origen de la 
ecuación (5). Finalmente el valor del parámetro z, definido como el incremento de 
temperatura necesario para conseguir un aumento de 10 veces en la constante de 
velocidad inicial, fue calculado también gráficamente desde el inverso de la pendiente de la 
representación de Lnk frente a la temperatura (T), según la relación z=z’ Ln10, donde z’ es 
el inverso de la pendiente.  
 
4.7. Análisis de expresión de genes carotenogénicos. 
4.7.1. Extracción y purificación de RNA total. 
El RNA se extrajo de acuerdo con el protocolo descrito por Pistón et al. (2006) con 
algunas adaptaciones (Pistón comunicación personal) y se resuspendieron en 60 µl de 
agua mili-Q estéril. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su uso. La 
concentración y la calidad del RNA se determinaron espectrofotometricamente ( NanoDrop 
ND-1000; Thermo Scientific, Walthman, MA, USA). La integridad se verificó mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 2% y tinción con bromuro de etidio.  
 
4.7.2. Síntesis de cDNA. 
 El cDNA se obtuvo a partir 2 µg de RNA total utilizando la retrotranscriptasa M-MLV 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) con primer oligonucleótido (dT) en un volumen total de 20 
μl de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Se comprobó la ausencia de 
contaminación con DNA genómico utilizando una pareja de cebadores que amplifican un 
intrón del gen Psy1 (Atienza et al., 2007d).  
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4.7.3. PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR). 
4.7.3.1. Diseño de cebadores. 
 Para cada gen candidato se diseñaron cebadores para amplificar los tres 
homeólogos (genomas A, B y Hch) a partir de las secuencias parciales de estos genes de H. 
chilense (Rodríguez-Suárez y Atienza, 2012) y de otras gramíneas disponibles en el NCBI. 
Los alineamientos se realizaron con el programa Edialign 
(http://emboss.sourceforge.net/index.html). Se utilizó el programa Primer3plus (Untergasser 
et al., 2007) para diseñar cebadores en las zonas conservadas y en los exones siempre 
que fue posible con los siguientes criterios: longitud (18-22 pb), tamaño de amplicón (120 
pb aproximadamente); temperatura de hibridación (60°C). Los cebadores diseñados fueron 
utilizados para la amplificación de los genes candidatos a partir de DNA genómico y cDNA, 
para comprobar su especificidad, siguiendo las condiciones descritas por Rodríguez-Suárez 
et al. (2012). La búsqueda de identidad de secuencias fue desarrollada en el NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando BLAST.  
 
4.7.3.2. Análisis de expresión mediante qPCR a tiempo real. 
  La qPCR se realizó siguiendo la metodología descrita por Giménez et al. (2011). 
Brevemente, se utilizó un equipo ABI PRISM 7500 Real Time PCR System (Applied 
Biosystems, Foster City, USA) en combinación con el uso de la tecnología SYBR® Green I. 
La mezcla de reacción se realizó siguiendo las indicaciones descritas en Rodríguez-Suárez 
et al., (2011a). Para cada reacción se utilizó 5 µl de solución de cDNA en un volumen de 
reacción de 25 µl conteniendo 12.5 µl de 2x FastStart Universal SYBR Green Master 
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany), 1 µl de cebadores específicos para cada 
gen (225 µM) y 6.5 µl de agua. El tamaño de los amplicones oscilaba entre 97 y 120 pb 
(Tabla 7). Las condiciones de la reacción fueron 95°C durante diez minutos seguido de 40 
ciclos de amplificación a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante un minuto. Todas las 
reacciones fueron desarrolladas en placas multipocillos de 96 con película adhesiva óptica 
MicroAmp (Applied Biosystems). Para cada genotipo se utilizaron cuatro réplicas biológicas 
(2 parcelas de campo x 2 muestras distintas en cada surco). Para cada réplica biológica se 
utilizaron 2 diluciones (1 y 1:4) que tuvieron la consideración de réplicas técnicas. Con 
respecto a cada placa de PCR, se incluyeron controles negativos de mezcla de reacción y 
de agua para descartar la existencia de contaminaciones y la amplificación inespecífica de 
los cebadores. Así mismo, se incluyó una seria de muestras repetidas en todas las placas 
(inter-run calibrator) con el objeto de comprobar la existencia de variaciones entre placas 
     
Materiales y Métodos 
132 
  
para un mismo gen. La identidad de los fragmentos amplificados fue confirmada al 
secuenciar los productos de PCR amplificados para cada pareja de primers en H. chilense. 
Se determinó la eficiencia de cada pareja de primers utilizando el programa de 
análisis de datos de PCR cuantitativa LinRegPCR (versión 11.0) (Ruijter et al. 2009) 
empleando el dato de fluorescencia como dato de origen. La expresión de los genes 
candidatos se determinó utilizando la fórmula N0 = 0.2/E
Cq, donde E es la eficiencia de cada 
primer; Cq es el número de ciclos requeridos para alcanzar 0.2 unidades de fluorescencia. 
La eficiencia de PCR fue determinada para cada gen y especie. 
 Para cada muestra, se obtuvo la expresión normalizada con respecto a los genes 
RLI(a), CDC(a) y ADP-RF(m) (Vandesompele et al. (2002). Para ello se utilizaron los 
cebadores desarrollados por Giménez et al. (2011) y se comprobó la estabilidad de estos 
genes a lo largo del desarrollo del grano con el programa geNorm (Vandesompele et al., 
2002). Por último, se inspeccionaron las curvas de disociación de los amplicones 
resultantes de la qPCR, comprobándose la existencia de una única banda del tamaño 
esperado para cada pareja de cebadores. 
 
      * Tm: Temperatura de hibridación. 
 
Tabla 9. Relación de cebadores utilizados en la amplificación por qPCR a tiempo real. 



















































































     
Materiales y Métodos 
133 
 
4.8. Tratamientos de los resultados y análisis estadístico. 
Los datos de composición de pigmentos totales e individuales se expresan como la 
media y el error estándar. Los resultados obtenidos fueron procesados y representados con 
los programas Microsoft Excel 2003 y 2010. Cuando fue necesario, la existencia de 
diferencias significativas entre las medias se determinó mediante test ANOVA de una vía, 
seguido de un test de comparación de medias post-hoc utilizando el test de Duncan para un 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
5.1. Caracterización de la composición carotenoide en granos de tritordeum y trigo duro.  
 Los trabajos pioneros de Zechmeister y Cholnoky (1940) sobre caracterización de 
los pigmentos carotenoides presentes en la harina de trigo mediante técnicas 
cromatográficas (en desarrollo por aquel tiempo) pusieron de manifiesto que la “xantofila”, 
nombre genérico dado inicialmente a luteína (C40H56O2), era el pigmento carotenoide 
principalmente responsable del color amarillo de las harinas (más del 70% de la 
composición se correspondía con luteína) en contraposición con estudios anteriores que 
describían a -caroteno (C40H56) como el pigmento mayoritario (Wesener y Teller, 1911). 
Aunque los resultados de Zechmeister y Cholnoky (1940) fueron concluyentes, 
también fueron numerosos los investigadores que siguieron asumiendo que -caroteno era 
el principal pigmento carotenoide presente en la fracción lipídica de las harinas de trigo, y 
en consecuencia son frecuentes las referencias bibliográficas, durante la primera mitad del 
siglo XX, a los granos y harinas de trigo, y de cereales en general, como una fuente 
importante de provitamina A. Esta circunstancia ha provocado que incluso trabajos 
recientes asuman tal circunstancia (Santra et al., 2003, 2005; Beleggia et al., 2010, 2011). 
A todo esto ha contribuido el extensivo y poco controlado uso de métodos oficiales para 
medir el contenido de pigmentos carotenoides y color de determinados cereales y 
productos derivados (trigo duro, semolina, pasta, etc.), en los cuales el color amarillo es un 
importante atributo de calidad que condiciona la aceptación por parte de los consumidores 
(Lepage y Sims, 1968; Johnston et al., 1983; Liu et al., 1996; Trono et al., 1999; Troccoli et 
al., 2000; Hentschel et al., 2002; Ram et al., 2002; Royo et al., 2009). El método oficial más 
ampliamente utilizado es el propuesto por la American Association of Cereal Chemists 
(AACC) y denominado Yellow Pigment Content (AACC Method 14-50, 2000), mediante el 
cual y en base a estimaciones derivadas de medidas espectrofotométricas, se expresa el 
contenido carotenoide (definido como Yellow Pigment Content, YPC) como equivalentes de 
-caroteno por gramo de muestras. Adaptaciones más recientes de dicha metodología 
expresan los resultados en base a contenido de luteína (Burkhardt y Böhm, 2007), pero aún 
no han sido incorporadas al método oficial. Por todo ello, urge una revisión de los datos 
existentes en la bibliografía al objeto de contribuir a un mejor conocimiento de la presencia 
de pigmentos carotenoides en cereales, facilitando la comprensión de las rutas metabólicas 
involucradas en su biosíntesis y permitiendo el desarrollo de herramientas para la mejora 
de las variedades mediante selección dirigida. 
Como ya se ha comentado en el apartado de Antecedentes de la presente memoria, 
son pocos los trabajos que han abordado el estudio detallado del perfil de carotenos y 
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xantofilas en cereales, y en la mayoría de los casos se centran principalmente en el trigo 
panadero (T. aestivum), y en menor medida en trigo duro (T. turgidum) y maíz (Z. mays). La 
aplicación de técnicas modernas de análisis cromatográfico, principalmente HPLC acoplado 
a detectores espectrofotométricos UV-visible (DAD) y de espectrometría de masas (MS), ha 
permitido concluir en la totalidad de los trabajos que luteína (3,3’-diol- , -carotene) es el 
pigmento carotenoide mayoritario en cereales, estando a menudo acompañada de 
zeaxanteno (3,3’-diol- , -carotene) y -caroteno ( , -carotene), aunque éstos últimos en 
concentraciones menores (Lepage y Sims, 1968; Hentschel et al., 2002; Adom et al., 2003; 
Hidalgo et al., 2006; Leenhardt et al., 2006a). 
En el caso de tritordeum, el único estudio realizado al respecto es el trabajo llevado 
a cabo recientemente por nuestro grupo de investigación en colaboración con el Instituto de 
Agricultura Sostenible del CSIC (Atienza et al., 2007b). En dicho estudio se analizó por 
primera vez la composición individual de carotenoides en un amplio número de líneas de 
tritordeum (53 líneas hexaploides de tritordeum, tanto primarios como secundarios) y se 
comparó con el perfil correspondiente de 7 variedades comerciales de trigo duro, 
encontrándose que el contenido carotenoide en tritordeum (2.6-9.4 g/g) era del orden de 5 
a 8 veces superior con respecto a trigo duro (0.7-1.8 g/g), siendo en ambos casos luteína 
el carotenoide mayoritario. Debemos mencionar que dicho valor es también superior al 
contenido carotenoide total (1.6 g/g; mayoritariamente -caroteno) descrito para el 
endospermo de Golden Rice, variedad de arroz obtenida mediante ingeniería genética, y 
cuyo desarrollo ha suscitado tanto interés por las aplicaciones que puede tener para 
combatir la carencia de vitamina A en países en vías de desarrollo (Ye et al., 2000). En este 
sentido, el uso y consumo de granos y harinas de tritordeum podría ser complementario al 
de Golden Rice, puesto que el primero aportaría una fuente continuada de luteína, esencial 
para combatir enfermedades oculares como la degeneración macular (AMD), mientras que 
el segundo aportaría una fuente de provitamina A ( -caroteno).  
Como aspecto diferenciador con respecto a otros cereales, cabe destacar que en el 
caso de tritordeum, una proporción apreciable de luteína se encuentra esterificada con 
ácidos grasos, mientras que en los trigos estudiados por nosotros la presencia de ésteres 
de xantofilas es mucho menor o está ausente. La presencia de ésteres de xantofilas, 
concretamente de luteína, en trigo y otros cereales ha sido observada y descrita en muy 
pocas ocasiones (Lepage y Sims, 1968; Farrington et al., 1981; Kaneko et al., 1995; 
Atienza et al., 2007b), no existiendo información referente a la naturaleza y asignación 
estructural de las diferentes formas de esterificación. 
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Como ya se ha comentado, la presencia de ésteres de xantofilas está ampliamente 
estudiada en frutos carotenogénicos, sin embargo son escasos los estudios que mencionan 
la existencia de éstos compuestos en trigos y otros cereales (Farrington et al., 1981; 
Lepage y Sims, 1968; Kaneko et al., 1995). La naturaleza de los ácidos grasos involucrados 
en la esterificación de luteína en tritordeum ha sido objeto de estudio en el presente trabajo, 
discutiéndose más adelante.  
Sorprendentemente, la presencia de ésteres de carotenoides con ácidos grasos ha 
sido a menudo obviada e incluso ignorada en multitud de investigaciones como 
consecuencia del uso de la hidrólisis alcalina (saponificación) como paso rutinario en el 
proceso de extracción y análisis de estos pigmentos. La saponificación de los extractos de 
carotenoides simplifica enormemente el análisis de estos pigmentos mediante HPLC al 
reducir las diferentes formas de esterificación a una sola, la forma libre, al tiempo que 
elimina los lípidos potencialmente interferentes con el proceso cromatográfico. Además, el 
empleo de la saponificación sin adoptar las precauciones adecuadas puede ocasionar la 
formación de artefactos e incluso la degradación de pigmentos, con la consecuente 
infravaloración del perfil carotenoide. En consecuencia, hasta hace poco tiempo, la 
información relativa a la esterificación de xantofilas en frutos y vegetales ha sido muy 
escasa, aunque se debe insistir que se trata de la forma nativa mayoritariamente 
encontrada en frutos carotenogénicos (Britton, 1998). El proceso de esterificación de las 
xantofilas con ácidos grasos debe ser considerado como una parte importante del 
mecanismo utilizado por los vegetales para sobreacumular pigmentos carotenoides, en 
especial en frutos carotenogénicos y tejidos vegetales senescentes, participando de 
manera activa en la atracción de los animales que actúan como vehículos de semillas y 
polen (Hornero-Méndez y Mínguez-Mosquera, 2000; Howitt y Pogson, 2006). Además, la 
esterificación de xantofilas con ácidos grasos parece mejorar la estabilidad de estos 
pigmentos frente a los procesos termo-oxidativos que acontecen durante el procesado de 
los alimentos (Fu et al., 2010), así como aumentar la biodisponibilidad de los mismos al 
incrementar la extractabilidad y solubilidad de los pigmentos en los lípidos de la dieta 
(Pérez-Gálvez y Mínguez-Mosquera, 2005). 
Por todo ello, la correcta identificación de la naturaleza de los ésteres de 
carotenoides presentes en un amplio rango de especies vegetales es crucial para poder 
revelar los mecanismos que gobiernan el proceso biosintético que da lugar a la formación y 
acumulación de estos compuestos. En base a trabajos previos de nuestro grupo de 
investigación (Atienza et al., 2007b), en la presente Tesis Doctoral se ha abordado la 
caracterización individual de los ésteres de xantofilas presentes en el endospermo de 
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tritordeum, incluyendo la asignación estructural de los regioisómeros que pudieran estar 
presentes.  
 
5.1.1. Aislamiento e identificación de pigmentos. 
Al objeto de realizar la caracterización comparada de la composición carotenoide de 
granos de trigo duro y tritordeum, se seleccionaron tres líneas avanzadas de tritordeum 
(HT609, HT621 y HT630) y tres variedades comerciales de trigo duro (Claudio, Don Pedro y 
Simeto), prestando especial atención a la caracterización de la naturaleza de la 
esterificación de las xantofilas, factor que parece ser determinante de la estabilidad de las 
xantofilas durante el procesado y almacenamiento de los granos y harinas. 
Tal y como se ha descrito en la sección de Materiales y Métodos, la identificación de 
los pigmentos carotenoides se basó en el uso combinado de pruebas químicas y ensayos 
espectroscópicos (fundamentalmente espectroscopía UV-visible y de masas), así como el 
estudio de las propiedades cromatográficas de los pigmentos aislados, comparando los 
datos experimentales con los obtenidos con patrones puros y con la información existente 
en la bibliografía especializada. 
Para identificar los pigmentos carotenoides en su forma nativa, se prepararon 
extractos directos de todas las variedades contempladas en este estudio, los cuales fueron 
analizados mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC-DAD) empleando el 
método desarrollado con anterioridad en nuestro laboratorio (Atienza et al., 2007b) con 
ligeras adaptaciones. A modo ilustrativo, la Figura 57 muestra los cromatogramas de HPLC 
correspondientes a los extractos directos obtenidos para la línea HT609 de tritordeum 
(Figura 57A) y para la variedad Simeto de trigo duro (Figura 57B), obteniéndose 
cromatogramas similares para el resto de muestras de tritordeum (HT621 y HT630) y trigo 
duro (Claudio y Don Pedro) estudiadas. Del análisis cualitativo de ambos cromatogramas 
se encontró una clara diferenciación en el perfil carotenoide entre trigo y tritordeum. Así, en 
los extractos de tritordeum se evidenció la presencia de picos cromatográficos, inicialmente 
no identificados, a tiempos de retención anteriores y posteriores a la zona de los carotenos 
(16-18 minutos) y que de manera tentativa fueron asignados como ésteres de xantofilas, 
tanto monoésteres como diésteres (éstos últimos en menor concentración). Por el contrario, 
en las muestras de trigo duro no se detectó la presencia de ésteres.  
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Figura 57. Cromatogramas de HPLC correspondiente a extractos directos de pigmentos 
carotenoides obtenidos de granos de tritordeum de la línea HT609 (A) y de trigo duro de la variedad 
Simeto (B). Ver Tabla 10 para identidad de picos. Detección a 450 nm. Columna de fase reversa 
C18. Para resto de condiciones cromatográficas consultar la sección de Materiales y Métodos. 
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Al objeto de demostrar inequívocamente la presencia de ésteres de xantofilas, 
alícuotas de los extractos de tritordeum se sometieron a saponificación mediante 
tratamiento con KOH-MeOH al 10% (p/v). En la Figura 58 se muestra el cromatograma 
resultante para la línea HT609, obteniéndose nuevamente cromatogramas similares para 
las otras dos líneas de tritordeum estudiadas (HT621 y HT630). Como resultado de la 
saponificación se observó la desaparición en el cromatograma de determinados picos 
(picos 5, 6, 9, 10 y 11), correspondientes a las xantofilas aciladas con ácidos grasos, y que 
tras la saponificación quedan como pigmentos libres. La identificación y asignación 
estructural de estos ésteres se discute más adelante, siendo este uno de los aspectos 
novedosos del presente trabajo de investigación. La no aparición de nuevos picos en el 
cromatograma obtenido tras la saponificación, y el aumento del área relativa del pico de 
luteína libre, sugiere que los ésteres presentes en tritordeum corresponden a luteína. 
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Figura 58. Cromatograma de HPLC correspondiente al perfil de pigmentos carotenoides resultante 
tras la saponificación con KOH-MeOH 10% (p/v) de un extracto de granos de tritordeum de la línea 
HT609 (ver Tabla 10 para identidad de picos). Detección a 450 nm. Columna de fase reversa C18. 
Para resto de condiciones cromatográficas consultar la sección de Materiales y Métodos. 
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Como ya se ha demostrado previamente en nuestro laboratorio (Mínguez-Mosquera 
y Hornero-Méndez, 1994a,b), cuando se analiza un extracto directo de pigmentos 
carotenoides, es decir no saponificado, mediante cromatografía líquida de alta resolución 
(HPLC) empleando como fase estacionaria una columna de fase reversa C18 
(octadecilsililo) se observa un patrón de elución característico en cuanto a los ésteres de 
xantofilas se refiere, de tal modo que las formas parcialmente esterificadas (por ejemplo, 
monoésteres de luteína, de zeaxanteno y de capsanteno) eluyen a tiempos de retención 
inferiores a β-caroteno, mientras que las formas totalmente esterificadas (por ejemplo, 
diésteres de luteína, zeaxanteno y capsanteno, o monoésteres de β-criptoxanteno) son más 
retenidas que β-caroteno debido a su mayor apolaridad. Estudios en fase de desarrollo en 
nuestro laboratorio, nos han permitido comprobar que dicha regla es válida para xantofilas 
esterificadas con ácidos grasos con al menos 10 átomos de carbono (ácido laúrico, C10:0), 
y no más de 18 carbonos (ácido esteárico, C18:0), en su estructura, los cuales son los más 
habituales en vegetales (Delgado-Pelayo, Gallardo-Guerrero y Hornero-Méndez, 2013, en 
preparación). A modo de referencia el tiempo de retención (Rt) para β-caroteno en el 
sistema cromatográfico empleado fue de unos 17 minutos. Por lo tanto, siguiendo este 
razonamiento los picos 5 y 6 (eluyendo antes de β-caroteno) fueron asignados de manera 
preliminar y tentativa como monoésteres, mientras que los picos 9, 10 y 11 lo fueron como 
diésteres. 
En la Tabla 10 se muestran las propiedades cromotográficas (HPLC), 
espectroscópicas (UV-visible) y químicas de los pigmentos carotenoides presentes en los 
extractos directos de tritordeum y trigo duro, así como la identidad de los mismos.  
 
  
Tabla 10. Propiedades cromatográficas (HPLC), espectroscópicas (UV-visible y MS) y pruebas químicas de grupos funcionales de los principales 
carotenoides presentes en extractos directos de tritordeum y trigo duro.  
 
 
  Espectro UV-visible 
Espectro MS  
(APCI+) 
Prueba químicas 
































1 all-trans-Zeaxanteno 9.62 (428), 454, 482 8 0 569 [M+H]
+
 (100), 551 [M+H-
18]
+
 (12), 533 [M+H-18-18]
+
 (2) 
- - ++ 
2 all-trans-Luteína  9.84 428, 448, 476 65 0 569 [M+H]+ (5), 551 [M+H-18]+ 
(100), 533 [M+H-18-18]+ (2) 
- - ++ 
3 9-cis-Luteína 
9’-cis-Luteína 
10.53 330, 420, 442, 471 67 21 569 [M+H]+ (7), 551 [M+H-18]+ 
(100), 533 [M+H-18-18]+ (3) 
- - ++ 
4 13-cis-Luteína  
13’-cis-Luteína 
10.75 330, 418, 441, 469 45 44 569 [M+H]+ (6), 551 [M+H-18]+ 
(100), 533 [M+H-18-18]+ (2) 
- - ++ 
5 Luteína monoéster 1 16.01 424, 447, 476 65 - -
b 
- - + 
6 Luteína monoéster 2 16.72 424, 447, 476 64 - -
b
 - - + 
7 -Caroteno 16.85 424, 448, 474 55 0 537 [M+H]+ (100)
c
 - - - 
8 β-Caroteno 17.05 (428), 452, 480 10 0 537 [M+H]+ (100)
c
 - - - 
9 Luteína diéster 1 20.27 424, 447, 476 65 - -
b
 - - - 
10 Luteína diéster 2 21.88 424, 447, 476 64 - -
b
 - - - 
11 Luteína diéster 3 23.80 424, 447, 476 64 - -
b
 - - - 
a. La numeración de los picos se corresponde con las Figuras 56 y 57.  
b. Los espectros de masas de los ésteres se realizan sobre fracciones puras. 
c. Los niveles de trazas de estos pigmentos solo permitió asignar el ión molecular. 
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Como puede observarse, tanto en los extractos de trigo duro como de tritordeum, el 
pico mayoritario (Rt=9.84 min, pico 2) se correspondió con un carotenoide con espectro de 
absorción UV-visible (Figura 59) con máximos a 428, 448, 476 nm, y una marcada 
estructura fina (%III/II=65), datos que son consistente con la presencia en el cromóforo de 
al menos 9 dobles enlaces conjugados en la cadena poliénica central, y previsiblemente un 
anillo ε- y otro β- en los extremos de la molécula (Britton, 1995). Cuando este pigmento fue 
aislado mediante cromatografía de capa fina (TLC), en las condiciones descritas en la 
sección de Materiales y Métodos, mostró un factor de retención (Rf) de 0.41, lo que le sitúa 
en la zona de elución de las xantofilas dihidroxiladas. Así mismo, los resultados de las 
pruebas químicas de presencia de grupos epóxidos y carbonilos fueron negativas. Dichas 
pruebas se realizaron sobre el extracto directo y sobre los pigmentos aislados, siendo 
controlado el resultado de las mismas mediante HPLC. Por el contrario, el resultado de la 
prueba de grupo hidroxilo (acetilación) realizado exclusivamente sobre el pigmento aislado 
fue positivo, sugiriendo la presencia de dos grupos hidroxilos al obtenerse los derivados 
monoacetilado y diacetilado del pigmento (Figura 60). 
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Figura 60. Ensayo de acetilación de luteína. Los cromatogramas A y B se corresponden con la 
muestra antes y después del ensayo, respectivamente. Identidad de los picos: 1. all-trans-luteína; 2. 
all-trans-luteína 3’-monoacetato; 3. all-trans-luteína 3-monoacetato; 4. all-trans-luteína 3,3’-diacetato. 
Detección a 450 nm. 
 
El espectro de masas obtenido mediante la técnica acoplada HPLC-DAD-MS (APCI-
MS, modo positivo) mostró un ión molecular a m/z 569.6 [M+H]+ de baja intensidad (5%), y 
un fragmento muy abundante (100%) a m/z 551.7 correspondiente a la pérdida de una 
molécula de agua [M+H-H2O]
+, así como otro fragmento de muy baja intensidad (2%) a m/z 
533.7 correspondiente con una segunda pérdida de agua [M+H-2H2O]
+. Estas 
características espectrales fueron congruentes con la presencia de dos hidroxilos en 
posición 3 y 3’, así como con la presencia de un anillo terminal de tipo ε-, en el cual el 
hidroxilo se encuentra en posición alílica respecto al doble enlace, y cuya rotura en MS 
produce un catión, a m/z 551.7, bastante más estable que el producido de forma análoga a 
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partir de un anillo β- (Britton, 1995). La identidad de este compuesto como all-trans-luteína 
(3,3’-diol- , -caroteno) fue finalmente confirmada por co-cromatografía con el 
correspondiente patrón de luteína. En la Figura 61 se muestra el espectro de masas (APCI-
MS (+)), así como el patrón de fragmentación. Como se discutirá y desarrollará más 
adelante, el patrón de fragmentación característico de luteína permite una fácil distinción de 



































Figura 61. Espectro de masas (APCI-MS (+)) y patrón de fragmentación de all-trans-luteína (3,3’-
diol- , -caroteno) (pico 2, Rt=9.84 minutos). 
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Figura 62. Espectros de absorción UV-visible de all-trans-luteína, 9-cis-luteína y 13-cis-luteína (picos 
2, 3 y 4, respectivamente). 
 
Los picos que eluyen inmediatamente después de all-trans-luteína, a tiempos de 
retención 10.53 y 10.75 min, picos 3 y 4 respectivamente, presentaron las mismas 
propiedades que all-trans-luteína, salvo la presencia en el espectro de absorción UV-visible 
de un máximo de absorción (AB) en torno a 330 nm, lo cual es característico de los 
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isómeros cis- de carotenoides (Britton, 1995, Khachik, Beecher, y Whittaker, 1986). Estos 
isómeros se caracterizan por presentar un desplazamiento hipsocrómico de unos 4-8 nm en 
los máximos de absorción respecto a la forma all-trans (Tabla 10), y una intensidad del 
máximo AB (%AB/II) tanto mayor cuanto más simétrica es la posición del enlace cis en la 
molécula. Además, los isómeros cis eluyen en cromatografía reversa en columna C18 a 
tiempos de retención ligeramente superiores a la forma all-trans. En el caso de luteína, la 
asimetría de la molécula determina la posibilidad de 2 estéreo-isómeros cis para cada 
posición de la cadena polienoica central, por ejemplo 9 y 9’-cis, los cuales no se separan ni 
diferencian en las condiciones cromatográficas empleadas. Teniendo en cuenta todo esto, 
los picos 3 y 4 fueron identificados como 9-cis-luteína (ó 9’-cis-luteína) y 13-cis-luteína (ó 
13’-cis-luteína), respectivamente. En la Figura 62 se muestran los espectros de absorción 
UV-visible de all-trans-luteína, 9-cis-luteína y 13-cis-luteína. 
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Figura 63. Espectro de absorción UV-visible de all-trans-zeaxanteno (pico 1) en el eluyente 
cromatográfico. 
 
En el caso de las muestras de trigo duro, el pico 1 (Rt=9.62 min, Figura 57) mostró 
un espectro de absorción UV-visible con máximos a (428), 454, 482 nm (Figura 63) y una 
estructura fina reducida (%III/II=8), lo cual sugirió la presencia de 9 dobles enlaces 
conjugados en la cadena polienoica central del cromóforo, y anillos de tipo β- en los 
extremos (Britton, 1995). Cuando este pigmento fue aislado mediante TLC (en las 
condiciones descritas en la sección de Materiales y Métodos) mostró una movilidad relativa 
(Rf=0.40) acorde con la naturaleza de xantofila dihidroxilada. Al igual que lo descrito para 
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luteína, las pruebas de presencia de grupos epóxidos y carbonilos fueron negativas. El 
espectro de masas (APCI-MS, modo positivo) mostró un ión molecular a m/z 569.6 [M+H]+ 
con una abundancia elevada (100%), y un fragmento poco abundante (12%) a m/z 551.7 
correspondiente a la pérdida de una molécula de agua [M+H-H2O]
+, y otro fragmento de 
menor intensidad (2%) a m/z 533.7 correspondiente con una segunda pérdida de agua 
[M+H-2H2O]
+. De dichas características espectrales se dedujo la presencia de dos 
hidroxilos en las posiciones 3 y 3’ de los anillos terminales de tipo β. La presencia de dos 
hidroxilos fue confirmada mediante acetilación y control de la reacción por HPLC, 
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Figura 64. Ensayo de acetilación zeaxanteno. Los cromatogramas A y B se corresponden con la 
muestra antes y después del ensayo, respectivamente. Identidad de los picos: 1. all-trans-
zeaxanteno; 2. all-trans-zeaxanteno 3-monoacetato; 3. all-trans-zeaxanteno 3,3’-diacetato. 
Detección a 450 nm. 
      




Por todo ello, este compuesto se identifica como all-trans-zeaxanteno (3,3’-diol- , -
caroteno), identidad que fue confirmada por co-cromatografía con el correspondiente 
patrón. En la Figura 65 se muestran el espectro de masas (APCI-MS (+)), así como el 
patrón de fragmentación de zeaxanteno. Cabe destacar la ausencia de este pigmento en 
tritordeum, lo cual contrasta con la presencia en los trigos duros, parentales de los 





































Figura 65. Espectro de masas (APCI-MS (+)) y patrón de fragmentación de all-trans- zeaxanteno 
(3,3’-diol- , -caroteno) (pico 1, Rt=9.62 minutos) aislado de granos de trigo duro.  
 
 
Finalmente, en las muestras de trigo duro se identificaron all-trans- -caroteno (all-
trans- , -caroteno) y all-trans-β-caroteno (all-trans- , -caroteno) a tiempos de retención 
16.85 y 17.05 minutos, respectivamente. Desafortunadamente, los bajos niveles de 
concentración de estos pigmentos no permitieron el aislamiento de los mismos en cantidad 
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suficiente para realizar pruebas de identificación específicas. Debido a ello, su identificación 
se basó exclusivamente en las propiedades cromatográficas y espectroscópicas (UV-visible 
y MS; Figuras 66 y 67) obtenidas mediante el análisis de las muestras por HPLC, así como 
su comparación y co-cromatografía con patrones obtenidos en nuestro laboratorio a partir 
de fuentes ricas en estos pigmentos como la zanahoria (Daucus carota L.) (Mínguez-
Mosquera y Hornero-Méndez, 1993). El espectro de masas obtenido mediante HPLC-DAD-
MS (APCI-MS, modo positivo) mostró en ambos casos un ión molecular a m/z 537 [M+H]+ 
congruente con la fórmula C40H56, característica de los dos carotenos. El espectro de UV-
visible de all-trans-β-caroteno exhibió máximos de absorción a 428, 452, 480 nm y una 
estructura fina reducida (%III/II=10), lo cual se corresponde con un cromóforo conformado 
por nueve enlaces dobles conjugados y dos anillos de tipo β-. En el caso de all-trans- -
caroteno, el espectro de UV-visible presentó máximos de absorción a 424, 448, 474 nm y 
una destacada estructura fina (%III/II=55), sugiriendo un cromóforo compuesto de nueve 
enlaces dobles conjugados, así como un anillo de tipo β- y otro de tipo -. 
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Figura 66. Espectros de absorción UV-visible de all-trans- -caroteno (—; pico 7, Rt=16.85 minutos) y 
all-trans-β-caroteno (—; pico 8, Rt=17.05 minutos) en el eluyente cromatográfico. 
 
Cabe señalar, que mientras en trigo duro se observó la presencia de ambos 
pigmentos, en el caso de tritordeum β-caroteno se encontró en concentraciones a nivel de 
trazas y difícilmente cuantificable, y -caroteno no fue detectado. En la Tabla 10 se recogen 
las características cromatográficas y espectroscópicas de ambos carotenos. A modo de 
resumen, en la Figura 68 se muestran las estructuras químicas de los pigmentos 
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carotenoides identificados en las variedades de trigo duro y líneas de tritordeum objeto de 





























Figura 67. Espectros de masas de all-trans- -caroteno (—; pico 7, Rt=16.85 minutos) y all-trans-β-








     









all-trans-Zeaxanteno (3,3’-diol- , -caroteno) 
 
 
 all-trans- -Caroteno ( , -caroteno) 
 
 







9-cis- -Luteína (9-cis-3,3’-diol- , -caroteno) 3-cis- -Luteína(13-cis-3,3’-diol- , -caroteno) 
 
Figura 68. Estructura de los carotenos y xantofilas libres presentes en granos de tritordeum y trigo 
duro. 
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5.1.2. Aislamiento e identificación de regioisómeros de ésteres de luteína en tritordeum. 
 
La presencia en la molécula de luteína de dos anillos de ionona terminales 
diferentes, - y - respectivamente, hace que los correspondientes hidroxilos presentes en 
las posiciones 3 y 3’ no sean equivalentes (ver Figura 68). Esta propiedad es responsable 
de la presencia de derivados acilados (es decir, esterificados con grupos acilo), como los 
ésteres de luteína con ácidos grasos, que puedan ser diferenciados en función de la 
posición del grupo acilo (3 o 3’), siendo llamados Regioisómeros. De esta forma tendremos 
dos regioisómeros para cada forma monoesterificada de luteína, como por ejemplo luteína-
3-O-miristato y luteína-3’-O-miristato en el caso de los ésteres de luteína con ácido mirístico 
(C14:0). De igual modo tendremos dos regioisómeros para las formas diesterificadas mixtas 
(heterodiésteres), es decir aquellas en las que participan dos grupos acilo diferentes, como 
por ejemplo luteína-3-O-miristato-3’-O-estearato y luteína-3-O-estearato-3’-O-miristato. 
Como es lógico, para las formas diesterificadas con el mismo ácido graso (homoésteres) no 
tendremos la posibilidad de formación de regioisómeros. En el presente apartado se aborda 
por primera vez la caracterización de los regioisómeros de ésteres de luteína presentes en 
cereales, concretamente en tritordeum.  
Hasta hace relativamente poco tiempo, los regioisómeros de luteína y otras 
xantofilas no habían sido observados, e incluso ignorados (Gau et al., 1983; Tian et al., 
2003), existiendo poca información sobre los mismos (Subagio y Morita, 1997; Schweiggert 
et al., 2005). Probablemente, la principal razón de este hecho ha sido la insuficiente o nula 
resolución de éstos compuestos mediante el uso de columnas de fase reversa C18 para el 
análisis rutinario de carotenoides mediante HPLC, aunque existen algunos trabajo pioneros 
(Khachik et al., 1988) que han descrito la separación de monoésteres de luteína en tales 
condiciones. Cabe en este punto anticipar que el presente trabajo también consigue la 
resolución cromatográfica de los regioisomeros de luteína a nivel de monoésteres. La 
introducción de columnas C30 de fase reversa, con mayor poder de resolución para 
carotenos y xantofilas esterificadas, ha permitido finalmente la separación y cuantificación 
regioisómeros de xantofilas en diversas matrices (Breithaupt et al., 2002; Young et al., 
2007). 
La espectrometría de masas se ha convertido en los últimos años en una 
herramienta rutinaria, y cada vez más asequible para la mayoría de los investigadores, para 
la correcta identificación de los pigmentos carotenoides. La técnica de ionización 
mayoritariamente utilizada en el estudio de los carotenoides hasta la fecha es la APCI 
(Atmospheric Pressure Chemical Ionization), cuyo uso ha sido extensamente revisado por 
van Breemen et al. (1996), Pajkovic y van Breemen (2005) y Rezanka et al. (2009). Los 
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espectros de masas producidos mediante APCI(+) se caracterizan por la presencia 
mayoritaria de iones del tipo [M·]+ y [M+H]+, así como [M+H-18]+ en el caso de las xantofilas 
hidroxiladas por pérdida de una molécula de agua (van Breemen et al., 1996; Clarke et al., 
1996; Glaser et al., 2003). Como ya se ha apuntado en el apartado anterior, luteína 
presenta un patrón de fragmentación de masas característico cuando se utilizan APCI como 
técnica de ionización en espectrometría de masas, lo cual permite una clara diferenciación 
de zeaxanteno, su homólogo estructural más cercano (ver estructuras en la Figura 68) 
(Maoka et al., 2002; Atienza et al., 2007b; Rezanka et al., 2009). Ambos pigmentos tienen 
la misma fórmula química, C40H56O2 (Mw=568.42), diferenciándose exclusivamente en la 
posición de doble enlace en un anillo terminal, y presentando en ambos casos dos 
hidroxilos en las posiciones 3 y 3’. En términos teóricos, ambos pigmentos deben tener un 
patrón de fragmentación de masas con pérdidas sucesivas de uno y dos hidroxilos en forma 
de agua ([M+H-H2O]
+ m/z=551.42 y [M+H-2H2O]
+ m/z=533.41, respectivamente). Sin 
embargo en este punto reside la gran diferencia entre ambos pigmentos. En el caso de 
zeaxanteno los fragmentos correspondientes a la pérdida de una y dos moléculas 
presentan abundancias bajas (menores del 10%) usando la técnica de APCI, tal y como se 
mostró en la Figura 65, mientras que en luteína se observa un ión muy abundante 
(generalmente el de mayor abundancia; ver Figura 61) correspondiente a la pérdida del 
grupo hidroxilo en posición 3’ ([M+H-H2O]
+ m/z=551.42). Esta diferencia se debe a la mayor 
estabilidad del catión formado por fragmentación y pérdida de una molécula de agua en la 
posición 3’ a partir del ión molecular [M+H]+, frente al catión que se forma en la posición 3, 
debido a la presencia en el primero de los casos de un doble enlace en posición alílica 
(conjugada), tal y como se muestra en la Figura 69. 
Como se mostrará más adelante, la utilidad de este mecanismo, va más allá de la 
diferenciación entre zeaxanteno y luteína, de tal forma que posibilita conocer qué posición, 
3 o 3’, se encuentra esterificada en un monoéster de luteína, permitiendo establecer la 
naturaleza del Regioisómero correspondiente, ayudando entre otras cosas a inferir 
aspectos, hasta ahora desconocidos, en relación a los mecanismos biosintéticos implicados 
en esterificación de las xantofilas.  
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Figura 69. Formación de cationes en las posiciones 3 y 3’, tras la pérdida neutra de una molécula de 
agua durante la protonación y fragmentación en condiciones APCI(+) a partir de una anillo 3-OH- - y 

















Figura 70. Mecanismo de fragmentación en condiciones ionización química a presión atmosférica 
(APCI) y pérdida neutra de un grupo acilo esterificando a luteína en la posición 3’. 
 
De este modo, si se trata de un monoéster luteína-3’-O-acilo, el ión más abundante 
será el correspondiente a la pérdida neutra del grupo acilo, tal y como se muestra en la 
Figura 70, presentando un valor m/z de 551 [M+H-acilo]+. Por el contrario si se trata de un 
monoéster del tipo luteína-3-O-acilo, el ión más abundante será el correspondiente a la 
pérdida de una molécula de agua ([M+H-H2O]
+), cuyo valor m/z dependerá del grupo acilo 
que esté esterificando. En ambos casos se observará el ión con valor m/z 533 
correspondiente a la subsiguiente pérdida de agua o grupo acilo según el caso, pero que 
será minoritario en términos de abundancia. De forma análoga, en el caso de ésteres 
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mixtos se podrán distinguir los regioisómeros, ya que el ión más abundante se 
corresponderá con aquél formado tras la escisión del grupo acilo en posición 3’. Esta 
poderosa herramienta, ha sido ya parcialmente utilizada en algunos estudios recientes 
realizados con mezclas de ésteres de luteína obtenidos a partir de extractos de pétalos de 
marigold (Tagetes erecta L.) (Breithaupt et al., 2002) y de suplementos comerciales de 
luteína (Young et al., 2007), en los cuales se ha demostrado la gran utilidad de la 
espectrometría de masas acoplada a cromatografía líquida como herramienta para el 
estudio de los regioisómeros de luteína esterificada.  
A modo de generalización, en las Figuras 71 a 75 se muestran los patrones de 
fragmentación y los correspondientes espectros de masas teóricos que deberemos obtener 
mediante APCI(+) para los distintas posibilidades de regioisómeros de ésteres de luteína 
esterificada con ácidos grasos. Por aciloB y aciloE se denotan a los grupos acilo en las 
posiciones 3 del anillo - y 3` de anillo -, respectivamente. Se presentan los dos 
monoésteres posibles, luteína-3-O-aciloB y luteína-3’-O-aciloE, mientras que en el caso de 
los diésteres se muestran los dos posibles regioisómeros (luteína-3’-O-acilo1E-3-O-acilo2B 
y luteína-3’-O-acilo2E-3-O-acilo1B) distinguiendo entre el acilo1 y el acilo2, que 
necesariamente deben ser distintos (se ha supuesto en todo momento que el acilo1 tiene 
mayor peso molecular que el acilo2). Se incluye también el espectro para un homodiéster 
de luteína (Figura 75), en el cual las identidades de acilo1 y acilo2 son coincidentes. Para 
facilitar la correspondencia entre el espectro de masas y el patrón de fragmentación el color 
de las líneas de fragmentación se corresponde con el color de la línea para ión 
correspondiente.  
   
      








































Figura 71. Patrón de fragmentación y espectro de masas (APCI-MS (+)) del regioisómero luteina-3’-
















m/z = 551 + aciloB
[M-aciloB-18+H]+
m/z = 533 [M+H]
+



















Figura 72. Patrón de fragmentación y espectro de masas (APCI-MS (+)) del regioisómero luteina-3-
O-acilo. AciloB: grupo acilo en posición 3 del anillo -. 
     















m/z = 551 + acilo2E
[M-acilo2E+H]+

























Figura 73. Patrón de fragmentación y espectro de masas (APCI-MS (+)) del regioisómero luteína-3-
O-acilo1B-3’-O-acilo2E (Heterodiéster; acilo1≠acilo2). AciloB: grupo acilo en posición 3 del anillo -; 














m/z = 551 + acilo1E
[M-acilo1E+H]+


























Figura 74. Patrón de fragmentación y espectro de masas (APCI-MS (+)) del regioisómero luteína-3-
O-acilo2B-3’-O-acilo1E (Heterodiéster; acilo1≠acilo2). AciloB: grupo acilo en posición 3 del anillo -; 
AciloE: grupo acilo en posición 3’ del anillo -. 
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Figura 75. Patrón de fragmentación y espectro de masas (APCI-MS (+)) del homodiéster de luteína 
(luteína-3-O-aciloB-3’-O-aciloE (Homodiéster; aciloB=aciloE). AciloB: grupo acilo en posición 3 del 
anillo -; AciloE: grupo acilo en posición 3’ del anillo -. 
 
Teniendo en cuenta estos aspectos, en el presente estudio, se ha abordado la 
identificación de la naturaleza de la esterificación de los distintos ésteres de luteína 
presentes en líneas avanzadas de tritordeum, así como la determinación de los 
correspondientes regioisómeros de monoésteres y diésteres, resultados que han sido 
recientemente publicados (Mellado-Ortega y Hornero-Méndez, 2012). Para ello, tras 
obtener un extracto directo concentrado de xantofilas de tritordeum (línea HT621), se 
procedió al aislamiento mediante HPLC de las dos fracciones de luteína monoesterificada 
(denominadas anteriormente como luteína monoéster 1 y luteína monoéster 2; Tabla 10), y 
de las tres fracciones de luteína diesterificada (denominadas como luteína diéster 1, luteína 
diéster 2, y luteína diéster 3; Tabla 10). Todo el extracto disponible se cromatografió y 
fraccionó en las mismas condiciones cromatográficas de HPLC empleadas para el análisis 
cuantitativo (fase reversa C18), descartando la fracción correspondiente a luteína libre, y 
recogiendo mediante colector de fracciones (en línea con el detector DAD) las cinco 
fracciones mencionadas, para lo cual se realizaron unas 50 inyecciones de 100 L. Cada 
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una de las fracciones de esterificación fue concentrada a sequedad y disuelta en 500 L de 
acetona, analizándose seguidamente mediante LC-DAD-MS (APCI(+)), para lo cual se 
empleó una columna analítica YMC C30 (fase reversa), la cual presenta un mayor poder de 
resolución para las xantofilas esterificadas, y por lo tanto es más idónea que las clásicas 
columnas C18 para la caracterización mediante espectrometría de masas en línea. En la 
Figura 76 se muestran los cromatogramas correspondientes a las 5 fracciones de luteína 
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Figura 76. Fracciones de monoésteres y diésteres aisladas de un extracto concentrado de 
tritordeum mediante cromatografía reversa C18, y cromatografiadas mediante fase reversa 
C30. Detección UV-visible a 450 nm. 
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Como puede comprobarse, en el caso de las fracciones correspondientes a 
monoésteres de luteína (luteína monoéster 1 y luteína monoéster 2), lo que en fase reversa 
C18 se insinuaba como un conjunto de picos parcialmente resueltos, se resolvió 
perfectamente cuando se cromatografió en fase reversa C30, estando compuesta cada 
fracción por dos picos mayoritarios y bien resueltos. En el caso de las fracciones de 
diésteres (luteína diéster 1, luteína diéster 2, y luteína diéster 3), se observó como la 
primera y tercera fracción se correspondieron con un solo pico, mientras que en la fracción 
intermedia se separaron dos picos cromatográficos. A priori debemos pensar que tanto en 
las fracciones de monoésteres como de diésteres que dan lugar a dos picos se debe a la 
presencia de regioisómeros, extremo que debemos demostrar. La identidad de cada pico 
fue confirmada mediante espectrometría de masas (APCI(+)) haciendo uso de las 
características espectrales de luteína, anteriormente expuestas.  
Cuando la fracción luteína monoéster 1 se analizó mediante LC-MS (APCI) se 
observó como el pico que eluyó a menor tiempo de retención (Rt=30.76 min, pico A; Figura 
76) mostró un espectro de masas en el que destaca el ión con m/z 551.77 (100%), y un ión 
molecular [M+H]+ con m/z 831.30 (23%), lo cual indicó claramente que este compuesto se 
correspondía con el monoéster de luteína con ácido linoléico (C18:2, Mw=280.24) en la 
posición 3’-O, asignándose la identidad de éste pico con el regioisómero luteína-3’-O-
linoleato. Cuando se analizó el espectro de masas del pico adyacente (Rt=31.72 min, pico 
B; Figura 76), y mayoritario, se observaron dos fragmentos principales, uno a m/z 813.99 
(100%) que se corresponde con la pérdida de agua en la posición 3’ ([M+H-H2O]
+, y otro a 
m/z 533.42 correspondiente con la pérdida subsiguiente de una molécula de ácido linoléico 
([M+H-H2O-linoléico]
+). Por lo tanto en este caso la asignación estructural se corresponde 
con el regioisómero luteína-3-O-linoleato. La Figura 77 muestra los correspondientes 
espectros de masas y la interpretación de las fragmentaciones de ambos compuestos. 
De manera análoga cuando se analizó la fracción luteína monoéster 2 se observó 
como el pico que eluyó primero (Rt=36.09 min, pico C; Figura 76) mostró un espectro de 
masas en el que destacaba un ión con m/z 551.77 (100%), y un ión molecular [M+H]+ con 
m/z 808.21 (26%), lo cual indicaba que se trataba de un monoéster de luteína con ácido 
palmítico (C16:0, Mw=256.24) en la posición 3’-O, quedando asignada la identidad de éste 
compuesto como el regioisómero luteína-3’-O-palmitato. Cuando se analizó el espectro de 
masas del pico que eluyó a continuación, y como en el caso anterior también mayoritario, 
(Rt=38.40 min, pico D; Figura 76) se observaron dos iones principales, uno a m/z 790.04 
(100%), correspondiente a la pérdida de agua en la posición 3’-O ([M+H-H2O]
+, y otro a m/z 
533.72 debido a la pérdida subsiguiente de una molécula de ácido palmítico ([M+H-H2O-
palmítico]+). Por lo tanto en este caso la asignación estructural se determinó como el 
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regioisómero luteína-3-O-palmitato. La Figura 78 muestra los correspondientes espectros 
de masas, así como la interpretación de las fragmentaciones para ambos monoésteres. 
Como ya se mencionó anteriormente, al analizar la fracción luteína diéster 1 se 
obtuvo como resultado un sólo pico cromatográfico (Rt=45.88 min, pico E; Figura 76), lo 
que sugiere que se trata de un homodiéster, es decir un diéster en el que los dos grupos 
acilos son idénticos, y por tanto no tendremos la posibilidad de regioisómeros. Cuando se 
analizó el espectro de masas (Figura 79) se observó un débil ión molecular a m/z 1093.89, 
un ión mayoritario a m/z 813.86 (100%) correspondiente a la pérdida de una molécula de 
ácido linoléico (([M+H-linoléico]+), y otro a m/z 533.84 correspondiente con la pérdida 
subsiguiente de otra molécula de ácido linoléico ([M+H-2 linoléico]+). Por lo tanto en este 
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Figura 77. Espectros de masas (APCI, modo positivo) de los regioisómeros de luteína monoéster 
correspondientes a la fracción luteína monoéster 1. El pico a 30.76 minutos se asigna 
estructuralmente como luteína-3’-O-linoleato, y el pico a 31.72 minutos como luteína-3-O-linoleato.  
 
 
     



































Figura 78. Espectros de masas (APCI, modo positivo) de los regioisómeros de luteína monoéster 
correspondientes a la fracción luteína monoéster 2. El pico a 36.09 minutos se asigna 
estructuralmente como luteína-3’-O-palmitato, y el pico a 38.40 minutos como luteína-3-O-palmitato. 
 
      























Figura 79. Espectro de masas (APCI, modo positivo) del diéster correspondiente a la fracción luteína 
diéster 1. Se asigna estructuralmente como luteína dilinoleato. 
 
 
Como se pone de manifiesto en la Figura 76, la fracción luteína diéster 2 se separó 
en dos picos cromatográficos (Rt=49.38 min y Rt=50.14 min, picos F y G respectivamente; 
Figura 76), lo que sugiere que se trata de regiosómeros de un heterodiéster, es decir un 
diéster en el que los dos grupos acilos son distintos, o de dos diésteres con ácidos grasos 
diferentes. Al analizar el espectro de masas del primer pico (Figura 80) se observó un ión 
principal a m/z 789.91 (100%), correspondiente a la pérdida de un ácido linoléico 
(Mw=280.24) en la posición 3’-O ([M+H-linoléico]+) y otro más débil a m/z 813.26 resultante 
de la pérdida en la posición 3-O de un resto de ácido palmítico ([M+H-palmítico]+). El ión 
molecular correspondiente [M+H]+ con m/z 1069.45 se observó con baja intensidad. Sin 
embargo, se mostró muy intenso el ión m/z 533.72 correspondiente con la pérdida ambos 
grupos acilo ([M+H-linoléico-palmítico]+). Por lo tanto, en este caso la asignación estructural 
se correspondió con el diéster luteína-3’-O-linoleato-3-O-palmitato. En el caso del segundo 
pico (Rt=50.14 min, G) se observó justo lo contrario, un ión más intenso con m/z 813.46 
([M+H-palmítico]+), observándose con dificultad el ión correspondiente a m/z 789.62 ([M+H- 
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Figura 80. Espectros de masas (APCI, modo positivo) de los regioisómeros de luteína diéster 
correspondientes a la fracción luteína diéster 2. El pico a 49.38 minutos se asigna estructuralmente 
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linoléico]+). Además el ión m/z 533.59 correspondiente con la pérdida ambos grupos acilo 
([M+H-linoléico-palmítico]+) se observó con intensidad, lo cual no ocurre para el ión 
molecular correspondiente [M+H]+ con m/z 1069.56. Este compuesto quedó asignado como 
el regioisómero luteína-3’-O-palmitato-3-O-linoleato. 
Por último, al analizar la fracción luteína diéster 3 se observó un sólo pico 
cromatográfico (Rt=52.40 min, pico H; Figura 76), lo que nuevamente indicaba una 
estructura de homodiéster, y consecuentemente se descartó posibilidad de tener 
regioisómeros. Cuando se analizó el espectro de masas (Figura 81) se detectó un ión 
principal a m/z 789.79 (100%) correspondiente a la pérdida de un grupo acilo ([M+H-
palmítico]+) correspondiente a ácido palmítico (Mw=256.24), y otro a m/z 533.72 (65%) 
correspondiente con la pérdida subsiguiente de otra molécula de ácido palmítico ([M+H-2 
palmítico]+). No se detectó la presencia del ión molecular que debería aparecer a m/z 























Figura 81. Espectro de masas (APCI, modo positivo) del diéster correspondiente a la fracción luteína 
diéster 3. Se asigna estructuralmente como luteína dipalmitato. 
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  Como prueba identificativa adicional, se procedió a la síntesis dirigida de ésteres de 
luteína con los ácidos palmítico y linoléico, tanto de forma aislada como en mezcla de 
ambos. La Figura 82 muestra los cromatogramas correspondientes tras la separación de 
los ésteres sintéticos en la misma columna de fase reversa C18 utilizada para los análisis 
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Figura 82. Cromatogramas correspondientes a la separación en fase reversa C18 de los 
productos resultantes de la esterificación de luteína con ácido linoleico (A), ácido palmítico 
(B) y la mezcla de ambos ácidos. Identidad de los picos: 1. all-trans-luteína; 2. all-trans-
luteína-3’-O-linoleato; 3. all-trans-luteína-3-O-linoleato; 4. all-trans-luteína-3’-O-palmitato; 5. 
all-trans-luteína-3-O-palmitato; 6. all-trans-luteína-3,3’-dilinoleato; 7. all-trans-luteína-3,3’-
linoleatopalmitato (mezcla de all-trans-luteína-3’-O-linoleato-3-O-palmitato y all-trans-luteína-
3’-O-palmitato-3-O-linoleato); 8. all-trans-luteína-3,3’-dipalmitato. Detección a 450 nm. (Para 
condiciones de reacción y cromatográficas consultar la sección de Materiales y Métodos). 
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Tanto los espectros de masas como el comportamiento cromatográfico de los picos 
resultantes fueron coincidentes con los resultados obtenidos para los ésteres identificados 
en los extractos de tritordeum. Además, se confirmó la incapacidad de la cromatografía en 
fase reversa con columna C18 para resolver el par de regioisómeros correspondientes al 
heteroéster de luteína con ácido palmítico y linoléico. Por el contrario, cuando la mezcla de 
patrones de ésteres se cromatografió en columna de fase reversa C30, utilizando las 
condiciones empleada para el aislamiento de los xantofilas esterificadas de tritordeum, se 
confirmó la capacidad de esta fase para resolver adecuadamente tanto los regioisómeros 
de monoésteres como de diésteres, incluyendo el par regioisómeros all-trans-luteína-3’-O-
linoleato-3-O-palmitato y all-trans-luteína-3’-O-palmitato-3-O-linoleato (Figura 83). 
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Figura 83. Cromatogramas correspondientes a la separación en fase reversa C30 de los productos 
resultantes de la esterificación de luteína con ácido linoleico (A), ácido palmítico (B) y la mezcla de 
ambos ácidos. Identidad de los picos: 1. all-trans-luteína; 2. all-trans-luteína-3’-O-linoleato; 3. all-
trans-luteína-3-O-linoleato; 4. all-trans-luteína-3’-O-palmitato; 5. all-trans-luteína-3-O-palmitato; 6. 
all-trans-luteína-3,3’-dilinoleato; 7’. all-trans-luteína-3’-O-linoleato-3-O-palmitato; 7’’. all-trans-
luteína-3’-O-palmitato-3-O-linoleato); 8. all-trans-luteína-3,3’-dipalmitato. Detección a 450 nm. 
(Para condiciones de reacción y cromatográficas consultar la sección de Materiales y Métodos). 
 
 
La Tabla 11 resume las características cromatográficas y espectroscópicas de los 
regioisómeros de ésteres de luteína identificados en tritordeum. Es importante mencionar 
que al igual que han observado otros autores (Breithaupt et al., 2002; Young et al., 2007) 
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hemos comprobado en el presente estudio que los ésteres de xantofila obedecen a una 
serie de reglas cuando son cromatografiados en fase reversa, y que pueden ser utilizados 
como apoyo a la identificación estructural. Así, el regioisómero en la posición 3’-O de un 
monoéster de luteína con un determinado ácido graso eluye antes que el correspondiente 
regioisómero en la posición 3-O. Para una misma xantofila se conoce que el orden de 
elución en fase reversa viene determinado por la longitud de la cadena carbonada del ácido 
graso, de forma que a mayor longitud de la cadena mayor tiempo de retención. En caso de 
existir ésteres con ácidos grasos insaturados el tiempo de retención del éster se reduce con 
respecto a su homólogo saturado. Así en nuestro caso, los monoésteres de luteína con 
ácido linoleico (C18:2) eluyen antes que los monoésteres con palmítico (C16:0). De forma 
análoga, en el caso de homodiésteres el orden de elución lo determina la longitud de la 
cadena carbonada y el número de instauraciones, así por ejemplo los ésteres de linoleico 
son más polares que los de palmítico. En el caso de los regioisómeros mixtos de luteína, la 
elución se dará a tiempos de retención intermedios entre los correspondientes 
homoésteres. Para el caso particular de los dos regioisómeros de un heterodiéster de 
luteína, mostrará mayor polaridad aquella forma estructural que presente el sustituyente 
insaturado o más corto en posición 3’-O.  
A modo de resumen, las Figuras 84 y 85 muestran las estructuras de los ésteres de 







Tabla 11. Características cromatográficas y espectroscópicas (UV-visible and MS (APCI+)) de los regioisómeros de ésteres de luteína 













HPLC/APCI(+) MS patrón de fragmentación 
m/z (abundancia relativa) 
A 30.76 Luteína 3´-O-linoleato 424, 447, 476; [65%] 831.30 831.30 (27), 551.41 (100) 
B 31.72 Luteína 3-O-linoleato 424, 447, 476; [65%] 831.30 831.30 (12), 813.99 (100), 533.35 (48) 
C 36.09 Luteína 3´-O-palmitato 424, 447, 476; [64%]  808.21 808.21 (29), 551.77 (100) 
D 38.40 Luteína 3-O-palmitato 424, 447, 476; [64%] 808.90 808.90 (8), 790.04 (100), 533.72 (49) 
E 45.88 Luteína dilinoleato 424, 447, 476; [66%] 1093.64 1093.64 (24), 813.99 (100), 533.96 (69) 
F 49.38 Luteína 3´-O-linoleato-3-O-palmitato 424, 447, 476; [64%] 1069.45 1069.45 (8), 813.26 (24), 789.91 (100), 533.72 (60) 
G 50.14 Luteína 3´-O-palmitato- 3-O-linoleato 424, 447, 476; [64%] 1069.45 1069.56 (4), 813.46 (100), 789.62 (16), 533.59 (60) 
H 52.40 Luteína dipalmitato 424, 447, 476; [65%] 1045.45 1045.45 (5), 789.42 (100), 533.59 (65) 





















     






























































Figura 84. Estructura de los distintos regioisómeros de monoésteres de luteína presentes en 
tritordeum. 
 
      

































































































Figura 85. Estructura de homodímeros y regioisómeros de diésteres de luteína presentes en 
tritordeum. 
     




5.2. Composición cualitativa y cuantitativa de pigmentos carotenoides en granos de trigos y 
tritordeum. 
La Figura 86 muestra con claridad la diferencia cuantitativa entre ambos grupos de 
muestras. Los datos de contenido y composición de pigmentos carotenoides obtenidos para 
las muestras de trigo duro y tritordeum que han sido caracterizadas en el presente trabajo 
fueron consistentes con los resultados que se obtuvieron en un estudio anterior en nuestro 
laboratorio (Atienza et al., 2007b), observándose un contenido de carotenoides total 
superior para las líneas de tritordeum con respecto a las variedades de trigo duro. No 
obstante, en el presente estudio se ha avanzado significativamente, completando 



































Figura 86. Contenido carotenoide total (μg/g) presente en granos de las variedades de trigo duro 
(Don Pedro, Simeto y Claudio) y de las líneas avanzadas de tritordeum (HT630, HT621 y HT609). La 
valores representados corresponden a la media y la desviación estándar de seis análisis (n=6). 
 
En la Tabla 12 se detalla la composición cualitativa y cuantitativa de pigmentos 
carotenoides en los granos de los dos tipos de cereales estudiados. El contenido 
carotenoide total medio fue de 0.737 ± 0.144 μg/g y 6.354 ± 0.832 μg/g, para trigos duros y 
tritordeum, respectivamente, lo cual representa un contenido 8.5 veces superior para 
tritordeum con respecto a trigo duro. 
      




En el grupo de líneas de tritordeum destacó HT630 por su mayor contenido 
carotenoide total (7.315 ± 0.256 μg/g; p<0.05). En el caso del grupo de trigos duros, fueron 
las variedades Don Pedro y Simeto las que presentaron un contenido carotenoide total 
superior (p<0.05). Como ya se ha puesto de manifiesto en el apartado de identificación y 
caracterización, el pigmento mayoritario para ambos tipos de cereales fue luteína, 
alcanzando valores del 86-88 y 98-99% (expresado como suma de las formas libres y 
esterificadas) para los trigos duro y tritordeum, respectivamente. De forma comparativa, tal 
y como se ha comentado en el apartado de identificación, cabe destacar como carácter 
diferenciador la presencia de zeaxanteno y -caroteno en la muestras de trigo duro, y la 
ausencia de los mismos en las muestras de tritordeum. Por el contrario, en los trigos 
estudiados las xantofilas no experimentaron esterificación alguna. El contenido medio de 
zeaxanteno en las muestras de trigo duro fue unas 6.8 veces inferior al de luteína total, 
mientras que los niveles - y β-caroteno pueden ser considerados trazas con respecto a los 
de luteína. Este último dato evidencia, una vez más, la necesidad de una revisión de 
determinados estudios que mediante el uso de métodos analíticos inadecuados y no 
selectivos han establecido la presencia de β-caroteno como pigmento mayoritario en 
cereales, con las consecuentes implicaciones nutricionales que de ello se derivan. Sin lugar 
a dudas, la diferenciación más clara en ambos tipos de cereales es la presencia de ésteres 
de luteína en tritordeum, y su ausencia en trigo duro, aunque como se mencionará más 
adelante no es exclusivo de tritordeum y puede aparecer en trigo duro en determinadas 
condiciones. La Figura 87 muestra un esquema simplificado de la ruta de biosíntesis de 
carotenoides en granos de trigo duro y tritordeum. 
En la Tabla 13 se muestra la composición porcentual de luteína libre y formas 
monoesterificadas y diesterificadas para las líneas de tritordeum estudiadas. Como puede 
observarse la fracción esterificada se encuentra en el rango del 11-20%, siendo mayoritaria 
la fracción de monoésteres (hasta un 19.71% en la línea HT630). Cabe destacar que la 
línea de tritordeum con mayor contenido carotenoide, HT630, también presenta la 
proporción más alta de xantofilas esterificadas, lo cual apoya la hipótesis de que la 
esterificación facilita una mayor acumulación de carotenoides en los vegetales (Hornero-
Méndez y Mínguez-Mosquera, 2000). A modo de resumen, en la Figura 88 se representa la 
distribución media de las fracciones de luteína libre y esterificada (monoésteres y diésteres) 




Tabla 12. Composición cualitativa y cuantitativa (μg/g) de pigmentos carotenoides presentes en granos de trigo duro y tritordeum*. 
 Tritordeum Trigo duro 
Pigmento** HT630 HT621 HT609 Don Pedro Simeto Claudio 
all-trans-Zeaxanteno - - - 0.097 ± 0.009
a
 0.076 ± 0.007
b
 0.060 ± 0.003
c
 
all-trans-Luteína 5.116 ± 0.209
a
 4.716 ± 0.341
a
 4.059 ± 0.380
b
 0.622 ± 0.098
a
 0.545 ± 0.095
a
 0.433 ± 0.019
b
 
9-cis-Luteína 0.265 ± 0.009
a
 0.218 ± 0.010
b
 0.194 ± 0.008
c
 0.048 ± 0.002
a
 0.044 ± 0.006
a
 0.032 ± 0.002
b
 
13-cis-Luteína 0.429 ± 0.015
a
 0.423 ± 0.033
a
 0.346 ± 0.028
b
 0.074 ± 0.004
a
 0.066 ± 0.006
b
 0.053 ± 0.002
c
 
Luteína monolinoleato 0.492 ± 0.016
a
 0.197 ± 0.026
b
 0.256 ± 0.013
c
 - - - 
Luteína-3’-O-linoleato 0.089 ± 0.002
a
 0.041 ± 0.008
b
 0.053 ± 0.003
c
 - - - 
Luteína-3-O-linoleato 0.403 ± 0.015
a
 0.156 ± 0.018
b
 0.203 ± 0.013
c
 - - - 
Luteína monopalmitato 0.809 ± 0.025
a
 0.491 ± 0.044
b
 0.602 ± 0.035
c
 - - - 
Luteína-3’-O-palmitato 0.243 ± 0.009
a
 0.149 ± 0.021
b
 0.180 ± 0.017
c
 - - - 
Luteína-3-O-palmitato 0.566 ± 0.002
a
 0.342 ± 0.023
b
 0.439 ± 0.021
c
 - - - 
Luteína dilinoleato 0.016 ± 0.005
a
 0.003 ± 0.000
b
 0.006 ± 0.000
b
 - - - 
Luteína linoleatopalmitato 0.054 ± 0.006
a
 0.011 ± 0.003
b
 0.022 ± 0.001
c
 - - - 
Luteína dipalmitato 0.055 ± 0.007
a
 0.017 ± 0.004
b
 0.034 ± 0.002
c
 - - - 
-Caroteno - - - 0.010 ± 0.001
a
 0.005 ± 0.001
b
 0.009 ± 0.003
a
 
-Caroteno 0.080 ± 0.003
a
 0.061 ± 0.004
b
 0.067 ± 0.005
b
 0.017 ± 0.001
a
 0.013 ± 0.001
a
 0.009 ± 0.002
b
 
Luteína total 7.235 ± 0.253
a
 6.076 ± 0.454
b
 5.542 ± 0.473
b
 0.743 ± 0.103
a
 0.655 ± 0.107
a
 0.519 ± 0.019
b
 
Carotenoides totales 7.315 ± 0.256
a
 6.137 ± 0.458
b
 5.610 ± 0.478
b
 0.867 ± 0.113
a
 0.749 ± 0.115
a
 0.596 ± 0.023
b
 
Monoésteres totales 1.301 ± 0.043
a
 0.688 ± 0.069
b
 0.882 ± 0.054
c
 - - - 
Diésteres totales 0.124 ± 0.018
a
 0.031 ± 0.007
b
 0.061 ± 0.004
c
 - - - 
Esteres totales 1.425 ± 0.054
a
 0.719 ± 0.075
b
 0.944 ± 0.057
c
 - - - 
*La tabla representa los valores medios y la desviación estándar para seis replicados.  
**Para cada pigmento, y con respecto a cada tipo de muestra (trigo duro o tritordeum), los valores que muestran distinto superíndice presentan diferencias significativas 




















      
































Figura 87. Ruta de biosíntesis y perfil de carotenoides en granos de trigo duro (—) y tritordeum (—). 
Nota: Licopeno no se acumula en los granos de cereales, actuando como precursor/intermediario de 
la ruta. 
     












diesterificada Total ésteres 
HT630 80.29 ± 0.73
a






















*La tabla representa los valores medios y la desviación estándar para seis replicados. 
**Para cada fracción de pigmentos los valores que muestran distinto superíndice presentan 








 Figura 88. Distribución media de las fracciones de luteína libre y esterificada (monoésteres y 
diésteres) en granos de tritordeum. 
 
Debemos mencionar, que los valores encontrados para las fracciones esterificadas 
en el presente estudio, son significativamente inferiores a los que se hallaron en un estudio 
que realizamos con anterioridad (Atienza et al., 2007a) en el que se alcanzaron valores del 
23-65% de esterificación en tritordeum. Sin embargo, existe una gran diferencia entre 
ambos estudios en la que podría residir la razón para tal disimilitud. Así, en el presente 
experimento los granos de cereal, tanto tritordeum como trigo duro, fueron analizados 
inmediatamente después de ser recolectados tras alcanzar la maduración, mientras que los 
granos analizados por Atienza et al., (2007b) habían estado almacenados durante varios 
años, llegándose incluso a detectar esterificación en trigo duro, aunque a niveles inferiores 
que en tritordeum. Esta observación, apoya la idea de que sea durante el periodo de 
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almacenamiento de los granos cuando acontece la esterificación de luteína, aspecto sobre 
el cual volveremos a insistir posteriormente en la presente memoria. 
Resulta de particular interés el estudio comparado de las fracciones 
monoesterificadas, encontrándose que la relación entre las formas regioisoméricas 3/3’ 
(ratio 3/3’; ratio luteína-3-O-acilo a luteína-3’-O-acilo) de cada tipo de monoéster mostró 
valores medios de 2.35 y 4.05, para los ésteres con ácidos palmítico y linoléico, 
respectivamente. Este hecho sugiere claramente que las enzimas involucradas en la 
acilación in vivo de luteína, presentan una acción preferencial sobre el grupo hidroxilo 
situado en la posición 3 del anillo - en comparación al situado en la posición 3’ del anillo -. 
Khachik et al., (1988) propusieron que la esterificación predominante del grupo hidroxilo del 
anillo - de luteína se deba probablemente a que en el caso del anillo - existe una 
deslocalización electrónica del doble enlace situado en dicho anillo, de tal forma que el 
grupo hidroxilo en posición alílica respecto a este doble enlace (posición 3’) es menos 
reactivo que el grupo hidroxilo del anillo -. Esta afirmación, también está en consonancia 
con la relación 2:1 descrita por Young et al., (2007) para el ratio 3/3’ en un estudio de 
caracterización de ésteres de luteína producidos mediante síntesis dirigida. Como se 
recordará, durante la identificación y caracterización de los regioisómeros de luteína en 
tritordeum (ver apartado 5.1.2) se procedió a la esterificación química de luteína con los 
ácidos linoléico y palmítico, y tal y como se puede observar en las Figuras 82 y 83, para 
ambos ácidos grasos se confirma la misma pauta de selectividad, alcanzándose valores de 
4.2-4.6 para el ratio 3/3’. Así mismo, si observamos los cromatogramas (Figura 76) 
resultantes del aislamiento de las fracciones esterificadas nativas de tritordeum (línea 
HT630), previo a su caracterización, se puede constatar como en el caso de las fracciones 
1 y 2 de monoésteres, correspondientes a los monoésteres con ácido linoléico y palmítico 
respectivamente, se obtuvieron ratios 3/3’ en el rango 2.3-2.8. En cualquier caso, se puede 
afirmar que la formación de monoésteres de luteína, tanto por reacción química como por 
mediación enzimática, se realiza de forma preferencial sobre el grupo hidroxilo de la 
posición 3 sobre el anillo -. Además, se observó que en términos cuantitativos, los 
monoésteres de luteína con ácido palmítico se encontraron en concentraciones superiores 
(más del 50%) a los correspondientes con ácido linoléico, tanto en término globales como a 
nivel de los correspondientes regioisómeros (luteína-3-O-acilo y luteína-3’-O-acilo), 
sugiriendo una actividad aciltransferasa preferencial sobre ácido palmítico. Este hallazgo 
fue también confirmado para las fracciones de diésteres siendo mayoritario el diester 
luteína-dipalmitato, seguido de cerca del heterodiéster luteína linoleato-palmitato (suma de 
dos regioisómeros), y en menor concentración luteína dilinoleato. Con respecto al 
heterodiéster luteína linoleato-palmitato el análisis cromatográfico mediante HPLC en fase 
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reversa C18 no nos permitió la separación de los dos regioisómeros coeluyentes (luteína 
3´-O-linoleato-3-O-palmitato y luteína 3´-O-palmitato-3-O-linoleato), cuantificándose de 
forma conjunta. No obstante, se pudo deducir, a partir del fraccionamiento de este pico 
mediante cromatografía en fase reversa C30 (ver Figura 76, fracción diéster 2), que el 
regioisómero mayoritario fue aquel que presentaba la esterificación con palmítico en la 
posición 3 (aproximadamente el 65%), el cual se debe formar preferentemente mediante la 
introducción de un resto de ácido linoleico en la posición 3’ libre del monoéster luteína 3-O-
palmitato o de manera análoga mediante la incorporación de un resto de ácido palmítico a 
la posición 3 libre del monoéster luteína 3´-O-linoleato. Teniendo en cuenta estos aspectos, 
la Figura 89 esquematiza las distintas posibilidades de formación de los regioisómeros de 
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Figura 89. Rutas de formación de regioisómeros de monoésteres y diésteres de luteína con ácidos 
palmítico (P) y linoléico (L). 3-O-P: incorporación de ácido palmítico en la posición 3; 3’-O-P: 
incorporación de ácido palmítico en la posición 3’; 3-O-L: incorporación de ácido linoleico en la 
posición 3; 3’-O-L: incorporación de ácido linoleico en la posición 3’. El grosor de la línea de los 
recuadros se correlaciona con la frecuencia de aparición del éster. Las incorporaciones en la 
posición 3 se resaltan en negrilla al ser más probables. 
 
 
Finalmente, al objeto de valorar el alcance quimiotaxonómico de las diferencias 
encontradas a nivel de composición carotenoide entre trigo duro y tritordeum, se procedió a 
realizar un Análisis de Componentes Principales (PCA) utilizando la matriz de datos 
correspondiente a los 13 pigmentos individuales analizados en ambas cereales. Este tipo 
de análisis estadístico es una técnica bien conocida por aportar una visión simplificada de 
conjuntos de datos complejos y multidimensionales, generando un conjunto de nuevas 
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variables ortogonales denominados Componentes Principales (PCs), los cuales son 
generados por combinación lineal de las variables originales (en nuestro caso los diferentes 
pigmentos) de tal forma que la máxima variación de los datos originales sea explicada por 
las nuevas variables (PCs). Por ello, el PCA es muy apropiado para la 
reducción/simplificación de matrices de datos grandes, como las generadas en la 
caracterización fitoquímica de productos vegetales, eliminando aquellos componentes 
principales no significativos y facilitando análisis sucesivos sobre los datos reducidos. La 
Tabla 14 muestra la contribución de cada uno de los 13 componentes principales 
generados (PCs) a explicar la variación del conjunto de datos, la variación explicada 
acumulada y el valor propio de cada componente (Eigenvalues).  
 
Tabla 14. Análisis de componentes principales (PCA). Valores propios (Eigenvalue), varianza 















1 11.88273 91.40562 11.88273 91.4056 
2 0.76159 5.85841 12.64432 97.2640 
3 0.19007 1.46208 12.83440 98.7261 
4 0.08720 0.67076 12.92159 99.3969 
5 0.04532 0.34863 12.96692 99.7455 
6 0.02332 0.17936 12.99023 99.9249 
7 0.00459 0.03528 12.99482 99.9601 
8 0.00282 0.02168 12.99764 99.9818 
9 0.00101 0.00777 12.99865 99.9896 
10 0.00069 0.00531 12.99934 99.9949 
11 0.00035 0.00266 12.99968 99.9976 











Tal y como se observa en la Tabla 14, la simple reducción a dos componentes 
principales (PC1 y PC2) fue suficiente para explicar el 97.26% de la variación de los datos 
de las 13 pigmentos analizados (variables originales). Concretamente el componente PC1 
explicó el 91.40% de la variación del conjunto datos y el PC2 explicó un 5.86% adicional. La 
Tabla 15 muestra la contribución (loading) de cada variable a la expresión global de los 
componentes PC1 y PC2. La Figura 90 muestra la proyección de la contribución de cada 
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variable (autovectores) sobre el plano definido por los componentes principales PC1 y PC2. 
Estas proyecciones nos permiten visualizar las variables en el plano y las correspondientes 
correlaciones de tal forma que dos variables estarán menos correlacionadas cuanto más 
cercano a 90o sea el ángulo formado por los correspondientes vectores, de manera análoga 
dos variable con vectores en direcciones opuestas estarán inversamente relacionadas. 
Como se puede comprobar, el componente PC1 está fuertemente correlacionado con todas 
las formas de luteína presentes, tanto libres como esterificadas (estas últimas 
características de tritordeum), mientras que está correlacionado negativamente con la 
presencia de zeaxanteno y -caroteno, encontrados exclusivamente en las muestras de 
trigo duro. El componente PC2 muestra una clara correlación positiva con los contenidos de 
luteína libre (isómeros cis y trans) y una evidente correlación negativa con los niveles de 
zeaxanteno y -caroteno, así como con las formas esterificadas de luteína, especialmente 
con los diésteres. 
 
Tabla 15. Contribución de cada variable a los componentes principales seleccionados (PC1 y PC2). 
 
Variable 





all-trans-Zeaxanteno -0.910402 -0.305559 
all-trans-Luteína 0.970507 0.198980 
9-cis-Luteína 0.983544 0.115732 
13-cis-Luteína 0.959968 0.230751 
Luteína-3’-O-linoleato 0.990221 -0.108437 
Luteína-3-O-linoleato 0.979304 -0.184071 
Luteína-3’-O-palmitato 0.997009 0.023810 
Luteína-3-O-palmitato 0.995861 0.027857 
Luteína dilinoleato 0.922283 -0.378521 
Luteína linoleatopalmitato 0.967465 -0.230111 
Luteína dipalmitato 0.881502 -0.439690 
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Figura 90. Proyecciones de los autovectores de cada variable sobre el plano definido por los 
componentes principales PC1 y PC2. Zea: all-trans-Zeaxanteno; tLut: all-trans-Luteína; 9cLut: 9-cis-
Luteína; 13cLut: 13-cis-Luteína; Lut3’L: Luteína-3’-O-linoleato; Lut3L: Luteína-3-O-linoleato; Lut3’P: 
Luteína-3’-O-palmitato; Lut3P: Luteína-3-O-palmitato; LutLL: Luteína dilinoleato; LutLP: Luteína 
linoleatopalmitato; LutPP: Luteína dipalmitato; -Car: -Caroteno; -Car: -Caroteno. 
 
El gran ángulo encontrado definido entre los vectores de zeaxanteno y -caroteno 
con el resto de vectores evidencia una correlación inversa entre los niveles de 
concentración correspondientes a cada pigmento. Así por ejemplo, variedades con alto 
contenido en luteína (tritordeum) presentaran muy bajo contenido en zeaxanteno y -
caroteno, y viceversa. De igual modo las variedades con presencia destacada de ésteres 
de luteína, tendrán niveles bajos de ambos pigmentos (tritordeum). La Figura 91 muestra 
claramente la separación y agrupamiento que se obtiene de las variedades estudiadas 
mediante el análisis de componentes principales realizado, evidenciando la utilidad 




     




















































Figura 91. Análisis de componentes principales (PCA) del contenido de pigmentos carotenoides 
individuales en trigo duro y tritordeum. Representación de los factores PC1 y PC2. 
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5.3. Relación entre la composición de ácidos grasos en lípidos totales y esterificación de 
xantofilas en tritordeum. 
La Figura 92 muestra los cromatogramas obtenidos mediante cromatografía de 
gases (GC) para la variedad de trigo duro Don Pedro y la línea HT630 de tritordeum, así 
como la mezcla patrón de ácidos grasos utilizada para la identificación de dicho perfil. Para 
las restantes muestras los cromatogramas que se obtuvieron fueron similares. En la Tabla 
16 se detalla la composición de ácidos grasos correspondiente a la fracción de lípidos 
totales para el conjunto de variedades y líneas de trigo duro y tritordeum estudiadas. Como 
se deduce de los datos obtenidos, en términos relativos la composición es prácticamente 
idéntica para trigos y tritordeum, aunque en éstos últimos el contenido de ácidos grasos 
totales es ligeramente superior. En ambos casos, trigos duros y tritordeum, el ácido graso 
mayoritario fue linoléico (C18:2) (55-57%), seguido de ácido palmítico (C16:0) (20-23%) y 
ácido oleico (C18:1) (13-16%). En menor proporción se encontraron el ácido linolénico 
(C18:3) (3.0-4.5%) y esteárico (C18:0) (1.7-1.8%). El resto de ácidos grasos pueden ser 
considerados como minoritarios (contenido menor de 1%). Estos datos están en total 
acuerdo con los encontrados en estudios previos en trigo panadero y harinas (Arunga y 
Morrison, 1971; Clayton y Morrison, 1972; Hidalgo et al., 2009a). 
Como se ha demostrado en el apartado anterior, los ácidos grasos involucrados en 
la esterificación de luteína en el endospermo de los granos de tritordeum son palmítico y 
linoléico, no habiéndose identificado la presencia de otros ácidos grasos en la fracción de 
xantofilas esterificadas. Ello indica para el presente estudio una correlación directa entre la 
naturaleza de esterificación de las xantofilas (luteína en el caso de tritordeum) y la 
naturaleza de los ácidos grasos mayoritarios de la fracción de lípidos, o lo que es 
equivalente los ácidos grasos que intervienen en la esterificación de luteína en el 
endospermo de tritordeum son aquellos que se presentan en mayor proporción en el pool 
de ácidos grasos del grano de cereal. Este hallazgo contrasta claramente con otros 
estudios similares realizados en frutos y vegetales (por ejemplo pimiento rojo (Capsicum 
annuum) y pétalos de marigold (Tagetes erecta)), en los cuales los ácidos grasos que 
esterifican a las xantofilas no se corresponden con los que son mayoritarios en la fracción 
de lípidos totales (Gregory et al., 1986; Mínguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1994b; 
Breithaupt y Schwack, 2000; Breithaupt et al., 2002). De este modo, en el caso de frutos de 
pimiento rojo, los ácidos grasos mayoritarios son linoléico y linolénico (48 y 22%, 
respectivamente), mientras que las xantofilas del pimiento (en especial capsanteno, 
capsorrubeno, zeaxanteno y β-criptoxanteno) se esterifican exclusivamente con los ácidos 
laúrico, mirístico y palmítico, cuyos contenidos en la fracción de lípidos está en torno a 0.5, 
2.5 y 15%, respectivamente.  
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Figura 92. Cromatogramas correspondientes al análisis de ácidos grasos (ésteres metílicos; FAMES) 
mediante cromatografía de gases en muestras de trigo (variedad Don Pedro), tritordeum (línea HT630) y 
mezcla patrón C8-C22. Identidad de los picos: 1. Ácido caprílico (C8:0); 2. Ácido capricho (C10:0); 3. 
Ácido laúrico (C12:0); 4. Ácido tridecanóico (C13:0); 5. Ácido mirístico (C14:0); 6. Ácido miristoléico 
(C14:1); 7. Ácido pentadecanóico (C15:0); 8. Ácido palmítico (C16:0); 9. Ácido palmitoléico (C16:1); 10. 
Ácido heptadecanóico (C17:0), PI: patrón interno; 11. Ácido esteárico (C18:0); 12. Ácido oléico (C18:1); 
13. Ácido linoléico (C18:2); 14. Ácido linolénico (C18:3); 15. Ácido araquídico (C20:0); 16. Ácido 





Tabla 16. Composición de ácidos grasos (µg/g)* en granos de trigo duro y tritordeum. 
Ácido graso HT630 HT621 HT609 Don Pedro Simeto Claudio 
















































































































































































































































* La tabla representa los valores medios y la desviación estándar para tres replicados (n=3). Los datos entre paréntesis se refieren a composición porcentual. 
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Estos datos sugieren que el proceso enzimático responsable de la formación y 
acumulación de ésteres de xantofilas en vegetales es altamente selectivo, lo cual se 
deduce también de los datos encontrados en el presente estudio puesto que no se han 
detectado xantofilas esterificadas con ácido oleico (C18:1), el cual está presente en una 
proporción importante (13-16%) dentro de la fracción de lípidos de trigo duro y tritordeum. 
La inexistencia de ésteres de xantofila en las variedades de trigo duro estudiadas en el 
presente estudio podría indicar que la capacidad de síntesis de éstos compuestos pudiera 
haber sido transferida a tritordeum desde el otro parental, la cebada silvestre (H. chilense), 
aspecto que debe ser confirmado experimentalmente. Los resultados obtenidos en el 
presente estudio están de acuerdo con los encontrados por Kaneko et al., (1995), siendo 
ambos estudios los únicos que describen en detalle la presencia de ésteres de luteína en 
cereales. 
Teniendo en cuenta que la fracción lipídica del endospermo de trigo está formada 
mayoritariamente por lípidos del tipo monogalactosildiacilglicerol (MGDG) y 
digalactosildiacilglicerol (DGDG) no sería extraño pensar que estas fuesen las moléculas 
implicadas en la donación/transferencia de grupos acilo durante la esterificación de 
xantofilas. Además, dichas moléculas también son las que conforman la fracción lipídica 
mayoritaria de las membranas tilacoidales de los cloroplastos, cuya desintegración durante 
la transformación en cromoplastos es coincidente con la síntesis de xantofilas esterificadas 
que acontece durante la maduración de frutos carotenogénicos y la senescencia de 
vegetales. Arunga y Morrison (1971) caracterizaron la composición en ácidos grasos de 
MGDG y DGDG de harina de trigo, concluyendo que los ácidos grasos implicados eran 
linoleico, palmítico y oleico, diferenciando entre la posición sn-2, casi exclusivamente 
esterificada con ácidos grasos C18 (mayoritariamente linoleico, 83%), y la posición sn-1 en 
las que participa también palmítico en un 11 y 26% para MGDG y DGDG respectivamente. 
La participación del ácido oleico fue semejante (4-9%) para ambas posiciones (sn-1 y sn-2), 
tanto MGDG y DGDG. Esta distribución de ácidos grasos no discrepa mucho de la 
encontrada en el presente trabajo. 
A la vista de estos resultados, tritordeum podría ser considerado como un modelo 
vegetal ideal para la caracterización molecular y genética del proceso de esterificación de 
xantofilas por concurso de enzimas aciltransferasas (XAT; xanthophyll acyl transferase), 
hasta ahora desconocidas, así como para la identificación de las moléculas donadoras de 
los grupos acilo, tales como los ácidos grasos libres y/o distintos tipos de lípidos acilados 
(trigicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, fosfolípidos, galactolípidos, etc). Así, mientras que 
la mayoría de frutos presentan un perfil de esterificación complejo, involucrando a diez o 
más carotenoides y al menos cuatro ácidos grasos implicados, en el caso de tritordeum la 
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situación se minimiza a un solo carotenoide (luteína) y dos ácidos grasos mayoritarios 
(ácidos palmítico y linoléico). Además la posibilidad en tritordeum de distinguir entre los 
posibles regioisómeros de los monoésteres y diésteres de luteína incrementa el potencial 
de este modelo vegetal para generar información que pueda contribuir a descifrar y 
comprender el proceso natural de esterificación de xantofilas en vegetales.  
 
 
Figura 93. Estructuras de monogalactosil diacilglicerol (MGDG) y digalactosil diacilglicerol (DGDG). R1 y 
R2 corresponden a ácidos grasos. 
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5.4. Composición de pigmentos carotenoides en granos de Hordeum chilense. 
Al objeto de completar la caracterización del perfil de pigmentos carotenoides de los 
dos parentales de tritordeum, en el presente apartado se planteó el análisis de granos de 
Hordeum chilense, que de forma conjunta con los datos ya obtenidos para trigo duro y 
tritordeum puede ayudarnos a una mejor y más completa caracterización del proceso 
carotenogénico en tritordeum. La principal limitación para este estudio radica en la escasa 
disponibilidad de material vegetal, concretamente granos, con los que poder realizar los 
análisis. Téngase en cuenta que el peso medio de 50 granos de H. chilense ronda los 120 
mg. Con este objetivo fueron analizados granos de H. chilense procedentes de la National 
Small Grains Collection del US National Plant Germplasm System (USDA), de los cuales se 
recibieron 50 semillas correspondientes a tres registros: PI 283377 (C.P.I. 25760), PI 
283376 (C.P.I. 25759) y PI 531781 (D–2739), todos procedentes de América del Sur. La 
limitación de tiempo impidió la siembra y reproducción de las semillas recibidas, por lo que 
el análisis de pigmentos se realizó directamente sobre el material recibido. Tras la 
inspección de las tres muestras se determinó que solo los granos correspondientes al 
registro PI 531781 presentaban síntomas de viabilidad, siendo ésta la única muestra 
analizada. Por esta razón, el alcance de los resultados obtenidos debe ser considerado 
como preliminar y prospectivo, siendo necesario ampliar el estudio tanto en número de 
muestras como en el tamaño de las mismas. En cualquier caso se trata de la primera vez 
que se caracteriza la composición individual de pigmentos carotenoides en granos de H. 
chilense, y los datos encontrados aportan información interesante que avala, sin género de 
dudas, la afirmación de que del perfil carotenoide de tritordeum y su mayor capacidad de 
síntesis deriva en gran medida de este parental. La Figura 94 muestra fotografías de la 









Figura 94. Planta de cebada silvestre (H. 
chilense) con espigas maduras (A) y 
granos (B) del registro PI 531781 (NSGC, 
USDA).  
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 Como se puede observar en el cromatograma mostrado en la Figura 95, el perfil de 
carotenoides encontrados se asemeja bastante con el correspondiente a tritordeum en 
términos cualitativos. Hay que mencionar que debido a la limitación de material vegetal 
disponible, la identificación en H. chilense se realizó exclusivamente en base a las 
propiedades cromatográficas (tiempo de retención; Rt) y espectroscópicas (UV-visible) 
obtenidas mediante el sistema de HPLC-DAD utilizado para el análisis. En la Tabla 17 se 
muestra la composición cuantitativa correspondiente. La primera analogía que se observa 
es la presencia destacada de ésteres de luteína, coincidiendo la identidad de los mismos 
con los que se han identificado en tritordeum. Análogamente a lo observado en tritordeum, 
all-trans-luteína en forma libre (no esterificada) resultó ser el pigmento mayoritario, el cual 
también estuvo acompañado de los isómeros 9-cis y 13-cis. 
 
Tiempo de retención (minutos)













Figura 95. Cromatograma correspondiente a la separación en fase reversa C18 de los pigmentos 
carotenoides extraidos de granos de Hordeum chilense (reg. PI531781). Identidad de los picos: 1. 
all-trans-zeaxanteno; 2. all-trans-luteína; 3. 9-cis-luteína; 4. 13-cis-luteína; 5. all-trans-luteína-3’-O-
linoleato; 6. all-trans-luteína-3-O-linoleato; 7. all-trans-luteína-3’-O-palmitato; 8. all-trans-luteína-3-O-
palmitato; 9. β-caroteno, 10. all-trans-luteína-3,3’-dilinoleato; 11. all-trans-luteína-3’-O-linoleato-3-O-
palmitato y all-trans-luteína-3’-O-palmitato-3-O-linoleato); 12. all-trans-luteína-3,3’-dipalmitato. 
Detección a 450 nm. (Para condiciones de reacción y cromatográficas consultar la sección de 
Materiales y Métodos). 
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Así mismo, destaca la presencia de zeaxanteno (12.1%), también observado en 
trigo duro pero ausente en los tritordeum analizados hasta el momento. Este aspecto es 
interesante, puesto que si bien los dos parentales parecen presentar la capacidad de 
sintetizar zeaxanteno, éste no se observa en el anfiploide tritordeum, lo cual podría deberse 
a una sobreactivación de la ruta biosintética β,  conducente a luteína en detrimento de la 
ruta β,β (Figura 87) que da lugar a la formación de zeaxanteno. Esta posibilidad parece 
más probable que la pérdida de capacidad de síntesis de zeaxanteno dado que tritordeum 
presenta niveles detectables de β-caroteno, su precursor. Llama la atención los reducidos 
niveles de β-caroteno, y la ausencia de α-caroteno, aunque pudiera haber ocurrido que 
durante el largo periodo de almacenamiento de estas semillas en el banco de germoplasma 
los niveles de ambos pigmentos, a menudo minoritarios en otros cereales, hubieran 
descendido drásticamente debido a su menor estabilidad en comparación con las 
xantofilas.  
En términos cuantitativos, el contenido carotenoide total (6.140 ± 0.118 μg/g) fue 
muy similar al de tritordeum y superiores a otros cereales como trigo duro (Hentschel et al., 
2002; Adon et al., 2003; Fratianni et al., 2005; Abdel-Aal et al., 2007), si bien hay que tener 
en cuenta que la capacidad de producción de semillas es muy reducida en comparación 
con los cereales cultivados. Esto datos contrastan con otros análisis anteriores (Álvarez et 
al., 1999b) en los que se determinó que los granos de H. chilense presentan un contenido 
en pigmentos marcadamente superior a tritordeum, quedando éstos situados en una 
posición intermedia, salvo excepciones, entre sus progenitores. El contenido total de luteína 
alcanzó el 87.65% de los carotenoides totales, presentando una destacada proporción de 
ésteres (55.05%) de los cuales el 25.95% fueron monoésteres y el 29.10% diésteres 
(Figura 96). Los regioisómeros de monoésteres de luteína en posición 3 (luteína-3-O-
linoleato y luteína-3-O-palmitato) fueron encontrado en concentración superior a los 
monoésteres en posición 3’ (luteína-3’-O-linoleato y luteína-3’-O-palmitato), lo cual 
concuerda con lo observado para tritordeum. Esto hecho apoya nuevamente el carácter 
preferencial de los hidroxilos de esta posición de la molécula de luteína a ser esterificados 
por los sistemas enzimáticos implicados (XAT). Sin embargo, el análisis de H. chilense 
presentó cantidades similares para los ésteres con ácido palmítico y linoleico, que impiden 
deducir una actividad preferente sobre uno u otro ácido graso. No obstante, al analizar la 
composición de la fracción de diésteres se observó una mayor presencia del homodiéster 
con ácido palmítico (luteína dipalmitato) frente al correspondiente con ácido linoléico 
(luteína dilinoleato) lo cual si permite afirmar que existe una mayor afinidad por la 
esterificación con ácido palmítico, al igual que lo observado en tritordeum. Recuérdese que 
el pico cromatográfico denominado luteína linoleatopalmitato, correspondiente a la fracción 
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de heterodiésteres, está conformado por dos regioisómeros (luteína-3’-O-linoleato-3-O-
palmitato y luteína-3’-O-palmitato-3-O-linoleato), y de ahí su mayor área en comparación 
con los otros dos picos de homodiésteres correspondientes a un único compuesto. Al no 
ser posible la determinación individualizada de cada regioisómero de la forma 
heterodiéster, no podemos establecer si existen diferencias en la abundancia relativa entre 
ambas. Podemos concluir, que la distribución de ésteres encontrada apoya la hipótesis de 
la procedencia de esterificación de luteína en tritordeum como un carácter procedente del 




Tabla 17. Composición cualitativa y cuantitativa (μg/g) de pigmentos 





(μg/g peso fresco) 
 
% 
all-trans-Zeaxanteno 0.743 ± 0.012 12.11 ± 0.04 
all-trans-Luteína 2.073 ± 0.037 33.76 ± 0.16 
9-cis-Luteína 0.171 ± 0.005 2.78 ± 0.10 
13-cis-Luteína 0.175 ± 0.016 2.85 ± 0.21 
Luteína monolinoleato 0.715 ± 0.009 11.64 ± 0.15 
Luteína-3’-O-linoleato 0.227 ± 0.009  3.70 ± 0.13 
Luteína-3-O-linoleato 0.488 ± 0.007  7.94 ± 0.16 
Luteína monopalmitato 0.682 ± 0.007  11.11 ± 0.16 
Luteína-3’-O-palmitato 0.299 ± 0.007 4.86 ± 0.10 
Luteína-3-O-palmitato 0.383 ± 0.006 6.24 ± 0.09 
Luteína dilinoleato 0.309 ± 0.019 5.02 ± 0.22 
Luteína linoleatopalmitato 0.745 ± 0.021 12.13 ± 0.12 
Luteína dipalmitato 0.512 ± 0.010 8.34 ± 0.05 
-Caroteno n.d.** - 
-Caroteno 0.015 ± 0.001 0.24 ± 0.01 
Luteína total 5.382 ± 0.106 87.65 ± 0.05 
Monoésteres totales 1.397 ± 0.011 22.75 ± 0.29 
Diésteres totales 1.566 ± 0.049 25.51 ± 0.35 
Esteres totales 2.963 ± 0.059 48.26 ± 0.24 
Carotenoides totales 6.140 ± 0.118  
 *La tabla representa los valores medios y la desviación estándar para 
cuatro replicados (n=4). 
** n.d. no detectado  
     











Figura 96. Distribución de las fracciones de luteína libre y esterificada (monoésteres y 
diésteres) en granos de H. chilense (PI 531781). Los datos representan los valores medios 
para cuatro determinaciones (n=4). 
 
Como ya se ha expuesto en el apartado de Antecedentes, H. chilense es 
considerado como el parental de tritordeum responsable de su elevado contenido 
carotenoide con respecto a trigo duro (Álvarez et al., 1998; Atienza et al., 2004, 2007b,d; 
Rodríguez-Suárez y Atienza, 2012), apuntando que el origen de este carácter debe de venir 
derivado y controlado por el genoma de esta cebada silvestre. Los datos aquí presentados, 
confirman esta afirmación, siendo la primera vez que de forma individualizada se 
caracteriza el perfil carotenoide de este cereal. No obstante en la interpretación de estos 
resultados se debe de tener en cuenta que estos granos (variedades registradas) no son 
estrictamente los parentales utilizados para generar las líneas de tritordeum (Martín y 
Chapman, 1977; Martín y Sánchez-Monge Laguna, 1980). El uso de parientes y especies 
silvestres, como fuentes de variabilidad genética y de aporte de caracteres agronómicos 
favorables a las cultivadas, está constituyendo una de las estrategias más importante en la 
mejora vegetal. H. chilense destaca en este campo como fuente valiosa de genes para 
incrementar el contenido carotenoide en trigo, siendo tritordeum el vector empleado para la 
transferencias de los caracteres asociados (Ballesteros et al., 2000; Rodríguez-Suárez et 
al., 2010). La caracterización detallada de la composición carotenoide de H. chilense que 
se ha presentado en este apartado podrá ser de utilidad para optimizar su uso en el campo 
de la biofortificación de cereales a través del incremento del contenido carotenoide.  
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5.5. Localización y distribución de pigmentos carotenoides en granos de trigo duro y 
tritordeum. 
La mayoría de las investigaciones dirigidas al estudio de los pigmentos carotenoides 
en cereales atribuyen su localización al endospermo, siendo escasas las investigaciones 
que diferencian entre las distintas partes del grano (Borrelli et al., 2008). Dado que en el 
presente trabajo de investigación se utilizan siempre granos enteros, así como sus 
correspondientes harinas (harinas integrales), resulta de especial interés conocer el patrón 
de distribución de pigmentos carotenoides entre las dos principales partes organográficas 
del grano, embrión y endospermo (Figura 97A), lo cual pueda permitir establecer 
diferencias que contribuyan a la comprensión de la carotenogénesis en cereales y su 
aplicación a la mejora desde un punto de vista nutricional. El estudio se ha realizado en los 
dos genotipos objeto de estudio, seleccionando (Figura 97B) para ello una variedad 
representativa de cada tipo de cereal, Simeto (trigo duro) y HT621 (tritordeum), 
caracterizadas en el apartado anterior. Los granos seleccionados fueron sometidos a un 









Figura 97. Partes principales del grano de cereal (A) y granos (B) de trigo duro (variedad Simeto) y 
tritordeum (línea HT621). 
 
En la Tabla 18 se muestra el peso promedio (mg) de los granos, así como la 
contribución (%) de la fracción de embriones y endospermo, para los dos cereales 
estudiados. Como puede observarse, se pone de manifiesto que los granos de tritordeum 
presentan embriones de tamaño superior con respecto al resto de grano (7.10%) en 
comparación con trigo duro (2.91%), aunque los granos de éstos últimos son en términos 
absolutos superiores en peso, duplicando el correspondiente de tritordeum.  
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Tabla 18. Peso medio de los granos de trigo duro (variedad Simeto) y tritordeum (línea 







Peso medio del grano (mg)* 68.1 ± 3.2 34.5 ± 2.6 
   
Embrión (%) 2.91 7.10 
Endospermo (%) 97.09 92.90 
            * Valor promedio y desviación estándar para 100 granos (n=100). 
 
La Tabla 19 muestra la composición (µg/g) en pigmentos carotenoides individuales 
para las fracciones aisladas de embrión y endospermo en ambos cereales, mostrándose 
los respectivos cromatogramas de HPLC en la Figura 98. Un primer análisis del contenido 
carotenoide total pone de manifiesto diferencias entre ambos cereales, los cuales están en 
consonancia con la caracterización realizada previamente, de tal forma que el contenido 
carotenoide fue marcadamente superior en las dos fracciones (embrión y endospermo) de 
tritordeum. Llama la atención el elevado contenido carotenoide encontrado en el tejido 
embrionario de trigo duro (2.518 µg/g), triplicando al observado en endospermo (0.741 
µg/g), lo cual se encuentra en consonancia con otros estudios anteriores (Hentschel et al., 
2002; Adom et al., 2005; Konopka et al., 2004; Liu, 2007; Hidalgo y Brandolini, 2008a), al 
tiempo que avala la conveniencia y recomendación del consumo de cereales integrales 
desde un punto de vista nutricional. Sin embargo, estos datos contrastan con lo observado 
en tritordeum, en donde el contenido carotenoide fue análogo en embrión y endospermo 
(4.162 y 4.589 µg/g, respectivamente). En términos comparativos, el contenido carotenoide 
en endospermo de tritordeum fue de unas 6.2 veces superior con respecto a trigo duro, 
mientras que en el caso de los embriones dicha diferencia fue de tan solo 1.65 veces. 
El análisis detallado de ambas fracciones arrojó claras diferencias cualitativas, 
destacando como principal singularidad la presencia de ésteres de luteína en ambas 
fracciones de tritordeum. Así la fracción de embrión presentó los carotenoides típicamente 
cloroplásticos, tales como luteína, violaxanteno, neoxanteno y β-caroteno, evidenciando la 
operatividad de la ruta carotenogénica característica de tejidos fotosintéticos (Figura 36), y 
que caracteriza a los embriones de las semillas vegetales como estadio previo a un órgano 
vegetal fotosintéticamente activo (hojas principalmente). A nivel cuantitativo, el perfil 
carotenoide también guardó cierta similitud con el encontrado en vegetales verdes, siendo 
luteína el pigmento mayoritario en ambos cereales (47 y 80% para trigo duro y tritordeum, 
respectivamente), seguida de zeaxanteno (31 y 11%, respectivamente), violaxanteno (8 y 
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2%), neoxanteno (7 y 5%) y β-caroteno (5 y 2%). β-Criptoxanteno, anteraxanteno y α-
caroteno fueron también detectados, pero a niveles muy reducidos. Este último, solo fue 
detectado a nivel de trazas en el endospermo de trigo duro. Cabe destacar el mayor nivel 
de β-caroteno observado para embriones de trigo duro (0.126 µg/g), siendo casi 20 veces 
superior al contenido en endospermo, por lo que la contribución al contenido en provitamina 
A por parte del embrión es significativamente importante. De nuevo esta diferencia no fue 
tan marcada en tritordeum, con un contenido de β-caroteno (0.066 µg/g) en embrión 
cercano a la mitad del encontrado en trigo duro, pero superior al observado en endospermo 
(0.023 µg/g) de tritordeum. De manera análoga, cabe subrayar lo observado para 
zeaxanteno, destacando su elevado contenido en el tejido embrionario de trigo duro (0.788 
µg/g), superando en unas 11 veces al contenido encontrado en el endospermo, lo cual 
indica que el zeaxanteno encontrado en granos de trigo duro, y que caracteriza a este 
cereal, proceden en una proporción importante del embrión. En concordancia con la 
caracterización realizada en tritordeum, no se detectó zeaxanteno en tejido endospérmico 
correspondiente, mientras que si fue encontrado en los correspondientes embriones, en 
consonancia con lo anteriormente observado en trigo duro. No obstante, la baja 
contribución del embrión en relación al grano completo pudiera explicar la no detección de 
zeaxanteno en los análisis de grano completo de tritordeum. Los datos obtenidos para 
luteína muestran, en comparación con zeaxanteno, una distribución más uniforme en los 
granos de trigo duro y tritordeum, lo cual ya ha sido apuntado previamente por otros autores 
(Pinzino et al., 1999; Adom et al., 2005). Esta diferencia de distribución para zeaxanteno, 
podría derivar de la operatividad del ciclo del violaxanteno, y del hecho de que zeaxanteno 
es precursor directo de otros carotenoides involucrados en la síntesis de ácido abscísico 
(ABA), como son neoxanteno y violaxanteno (Seo y Koshiba, 2002). ABA es una 
fitohormona vegetal muy importante, estando involucrada en mecanismos relacionados 
como la dormancia del embrión, el desarrollo de semillas y la respuestas a situaciones de 
estrés, acumulándose de manera significativa en el tejido embrionario de los granos de 
cereal (King, 1979; Jones y Brenner, 1987; Jacobsen et al., 2002). 
Por lo que respecta a los ésteres, se confirmó la presencia de éstos tanto en el 
embrión como en el endospermo de tritordeum, no presentando diferencias cualitativas en 
cuanto a la naturaleza de la esterificación entre ambos tipos de tejidos, estando en 
consonancia con lo anteriormente expuesto en el apartado de caracterización (apartado 
5.1). A nivel cuantitativo, el endospermo de tritordeum presentó un contenido en ésteres de 
luteína (1.922 µg/g) unas 3.5 veces superior al de embrión, sugiriendo que la síntesis y 
acumulación de los mismos tiene lugar de manera preferente en el tejido de reserva. Este 
hecho se pone especialmente de manifiesto en la Tabla 20, en la cual se muestra la 
     
Resultados y Discusión 
200 
  
composición relativa (%) de luteína libre, monoesterificada y diesterificada presente en el 
embrión y endospermo de tritordeum, destacando este último con un 42.10% de luteína 
esterificada (31.11% monoésteres y 10.99% diésteres) frente al 19.08% en el embrión 
(15.36 % monoésteres y 3.71% diésteres).  
 
Tabla 19. Composición cualitativa y cuantitativa (μg/g) de pigmentos carotenoides 
presentes en las fracciones de embrión y endospermo de granos de trigo duro (Simeto) y 
tritordeum (HT621). 
 Trigo duro Tritordeum 
Pigmento Embrión  Endospermo Embrión  Endospermo 
Neoxanteno 0.170 ± 0.009* n.d.** 0.202 ± 0.006 n.d. 
Violaxanteno 0.196 ± 0.003 n.d. 0.066 ± 0.004 n.d. 
Anteraxanteno 0.023 ± 0.001 n.d. 0.039 ± 0.009 n.d. 
α+β-Criptoxanteno 0.037 ± 0.002 n.d. n.d. n.d. 
all-trans-Zeaxanteno 0.788 ± 0.032
a
 0.074 ± 0.001
b
 0.448 ± 0.002
 
n.d. 
all-trans-Luteína 0.867 ± 0.038
a
 0.509 ± 0.017
b
 2.231 ± 0.043
a
 2.302 ± 0.044
a 
9-cis -Luteína  0.124 ± 0.010
a
 0.065 ± 0.001
b
 0.219 ± 0.004
a
 0.199 ± 0.002
b 
13-cis -Luteína 0.187 ± 0.008
a
 0.082 ± 0.002
b
 0.253 ± 0.007
a
 0.143 ± 0.002
b 
Luteína monolinoleato - - 0.199 ± 0.002
a
 0.556 ± 0.005
b 
Luteína-3’-O-linoleato - - 0.044 ± 0.002
a
 0.100 ± 0.002
b 
Luteína-3-O-linoleato - - 0.155 ± 0.002
a
 0.456 ± 0.004
b 
Luteína monopalmitato - - 0.314 ± 0.003
a
 0.865 ± 0.018
b 
Luteína-3’-O-palmitato - - 0.117 ± 0.001
a
 0.278 ± 0.007
b 
Luteína-3-O-palmitato - - 0.197 ± 0.002
a
 0.586 ± 0.011
b 
Luteína dilinoleato - - 0.018 ± 0.001
a




- - 0.054 ± 0.002
a
 0.232 ± 0.002
b 
Luteína dipalmitato - - 0.052 ± 0.001
a
 0.213 ± 0.004
b 
α-Caroteno n.d. 0.004 ± 0.000 n.d. n.d. 
β-Caroteno 0.126 ± 0.004
a




 0.023 ± 0.002
b 
     
Luteína total 1.179 ± 0.056
a
 0.657 ± 0.018
b
 3.340 ± 0.049
a
 4.566 ± 0.069
b 
Monoésteres totales  - - 0.513 ± 0.004
a
 1.421 ± 0.023
b 
Diésteres totales - - 0.124 ± 0.001
a
 0.502 ± 0.007
b 
Esteres totales - - 0.637 ± 0.003
a
 1.922 ± 0.028
b 
Carotenoides totales  2.518 ± 0.094
a




 4.589 ± 0.070
b 
*Valor medio y desviación estándar para cuatro replicados (n=4). Para cada pigmento, y con 
respecto a cada tipo de muestra (trigo duro o tritordeum), los valores que muestran distinto superíndice 
presentan diferencias significativas (test Duncan, p<0.05). 
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Figura 98. Cromatogramas de HPLC correspondiente a extractos de pigmentos carotenoides obtenidos de las fracciones de embrión y endospermo 
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Tabla 20. Composición relativa (%) entre las formas libres y esterificadas de luteína 
presentes en el embrión y endospermo de granos de tritordeum (HT621). 
 Luteína libre 
Luteína 
monoéster Luteína diéster Esteres totales 
Embrión 
80.92 ± 1.41* 15.36 ± 0.11 3.71 ± 0.04 19.08 ± 0.10 
Endospermo 
57.90 ± 1.02 31.11 ± 0.51 10.99 ± 0.15 42.10 ± 0.61 
    *La tabla representa los valores medios y la error estándar para cuatro replicados (n=4). 
 
Estos datos vienen a apoyar la posible participación, ya apuntada, de 
monogalactosildiacilglicerol (MGDG) y digalactosildiacilglicerol (DGDG) en la 
donación/transferencia de los grupos acilos durante la esterificación de las xantofilas, al ser 
éstos lípidos los más abundantes en el endospermo de cereales (Arunga y Morrison, 1971). 
Los valores superiores para la relación entre monoésteres y diésteres encontrada en el 
embrión (4.1) con respecto al endospermo (2.8) revela una mayor actividad esterificante en 
el tejido endospérmico, como se deduce también de su mayor contenido en ésteres totales. 
Además estos datos demuestran que la presencia de ésteres en el embrión no puede 
derivar de una contaminación de material endospérmico durante el aislamiento de las 
fracciones, puesto que en dicho caso debería mantenerse una relación similar entre las 
formas mono- y diesterificadas de luteína para ambas partes del grano. Los contenidos en 
monoésteres de luteína con ácido palmítico (luteína monopalmitato) fueron los mayoritarios 
con respecto a los monoésteres con ácido linoléico (luteína monolinoleato) en ambos 
tejidos, alcanzando su relación valores en torno a 1.55. Estos datos están de acuerdo con 
una mayor afinidad de las enzimas esterificantes (XAT) por ácido palmítico, lo cual se 
confirma con el hecho de que el diéster mayoritario fue luteína dipalmitato. Cabe mencionar 
que aunque cuantitativamente luteína dipalmitato y luteína linoleatopalmitato presentaron 
aparentemente niveles de concentración similares, éste último se corresponde con la suma 
de dos regioisómeros (luteína-3’-O-linoleato-3-O-palmitato y luteína-3’-O-palmitato-3-O-
linoleato), al tratarse de un heterodiéster, cuyas proporciones relativas pueden variar entre 
2 y 3 (ver apartado de Caracterización). Así mismo, y con independencia del tipo de tejido 
analizado y del ácido graso involucrado, se confirmó que el hidroxilo en posición 3 se 
esterificó preferentemente. Tal y como se observa en la Figura 99, la relación entre los 
monoésteres en posición 3 con respecto a la posición 3’ en el embrión de tritordeum 
alcanzó valores de 3.5 y 1.6 para luteína monolinoleato y luteína monopalmitato, 
respectivamente. En el caso del endospermo los valores observados fueron superiores (4.6 
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y 2.1, respectivamente), lo cual pudiera estar también relacionado con la mayor actividad 
















































Regioisómero 3' Regioisómero 3 Ratio 3/3'
Embrión Endospermo
 
Figura 99. Contenido y relación de monoésteres de luteína y sus regioisómeros presentes en el 
embrión y endospermo de tritordeum (línea HT621). 
 
Al objeto de determinar si el pool de ácidos grasos disponibles en cada especie de 
cereal y tipo de tejido pudiera ser determinante de la presencia de ésteres de luteína, se 
analizó la composición relativa de ácidos grasos en los embriones y endospermos de trigo 
duro y tritordeum. Como se observa en la Figura 100, el perfil cualitativo de ácidos grasos 
no varió con respecto al tipo de tejido ni especie de cereal. En términos cuantitativos, la 
composición fue prácticamente idéntica al comparar los endospermos o embriones para 
ambos tipos de cereales. En todos los casos el ácido graso mayoritario fue linoléico, 
alcanzando valores ligeramente superiores en el endospermo (59%) con respecto al 
embrión (55-57%). La principal diferencia entre endospermo y embrión consistió en una 
mayor proporción de ácido palmítico (25-26%) en el endospermo, que a su vez estuvo 
acompañada de un contenido más reducido de ácido oleico (9%) con respecto al embrión, 
donde alcanzó valores de 16-20%. Los datos encontrados están en concordancia con 
análisis similares realizados en aceite de germen de trigo (Panfili et al., 2003) y en harina 
de trigo (Arunga y Morrison, 1971; Morrison, 1978). Al no encontrarse diferencias asociadas 
con la especie, trigo duro y tritordeum, y por lo tanto con la presencia exclusiva de ésteres 
de luteína, podemos reafirmar que el factor limitante para la síntesis de éstos debe venir 
determinada por la presencia de enzimas específicas, anteriormente referidas como 
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xantofila aciltransferasas (XAT). Como ya se ha comentado con anterioridad, el perfil de 
ácidos grasos del endospermo se correlaciona bastante con el descrito para la fracción de 
mono y digalactosil diacilglicerol (MGDG y DGDG), mientras que la composición 
encontrada en embrión podría obedecer al conjunto de triglicéridos y diglicéridos presentes 
de forma mayoritaria en el embrión (Arunga y Morrison, 1971; Morrison, 1978). 
Finalmente, la Tabla 21 muestra una reconstrucción de la composición carotenoide 
de los granos de tritordeum y trigo duro teniendo en cuenta la contribución real de cada 
fracción para cada tipo de cereal. Como puede observarse se obtienen perfiles de 





























Figura 100. Composición de ácidos grasos en las fracciones de endospermo y embrión de trigo duro 





Tabla 21. Contribución cuantitativa (μg/g) de las fracciones aisladas de endospermo y embrión al perfil de pigmentos carotenoides de granos 
de trigo duro (Simeto) y tritordeum (HT621). 
 Trigo duro (Simeto) Tritordeum (HT621) 
Pigmento Embrión Endospermo Grano completo Embrión  Endospermo Grano completo 
Neoxanteno 0.005 ± 0.000* n.d.** 0.005 ± 0.000 0.014 ± 0.000 n.d. 0.014 ± 0.000 
Violaxanteno 0.006 ± 0.000 n.d. 0.006 ± 0.000 0.005 ± 0.000 n.d. 0.005 ± 0.000 
Anteraxanteno 0.001 ± 0.000 n.d. 0.001 ± 0.000 0.003 ± 0.001 n.d. 0.003 ± 0.001 
α+β-Criptoxanteno 0.001 ± 0.000 n.d. 0.001 ± 0.000 n.d. n.d. n.d. 
all-trans-Zeaxanteno 0.023 ± 0.001 0.072 ± 0.001 0.094 ± 0.001 0.032 ± 0.000 n.d. n.d. 
all-trans-Luteína 0.025 ± 0.001 0.495 ± 0.016 0.520 ± 0.017 0.158 ± 0.003 2.139 ± 0.041 2.297 ± 0.043 
9-cis -Luteína  0.004 ± 0.000 0.063 ± 0.001 0.067 ± 0.001 0.016 ± 0.000 0.185 ± 0.002 0.200 ± 0.002 
13-cis -Luteína 0.005 ± 0.000 0.080 ± 0.002 0.085 ± 0.002 0.018 ± 0.000 0.133 ± 0.002 0.151 ± 0.002 




  Luteína-3’-O-linoleato - - - 0.003 ± 0.000 0.093 ± 0.002 0.096 ± 0.002 
  Luteína-3-O-linoleato - - - 0.011 ± 0.000 0.423 ± 0.003 0.434 ± 0.003 




  Luteína-3’-O-palmitato - - - 0.008 ± 0.000 0.259 ± 0.006 0.267 ± 0.006 
  Luteína-3-O-palmitato - - - 0.014 ± 0.000 0.545 ± 0.010 0.559 ± 0.010 












α-Caroteno n.d. 0.004 ± 0.000 0.004 ± 0.000 n.d. n.d. n.d. 








       
























*Valor medio y desviación estándar para cuatro replicados (n=4). 
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5.6. Evolución del perfil de pigmentos cloroplásticos durante el desarrollo y la maduración 
del grano en trigo duro y tritordeum. Análisis de expresión de genes carotenogénicos. 
Con el objetivo de avanzar en el conocimiento de la síntesis y acumulación de los 
carotenoides en cereales se analizó la evolución del perfil de pigmentos en distintos 
estadios de desarrollo del grano, así como su relación con la composición carotenoide 
finalmente alcanzada en el estado de total madurez (estadío final, EF). La mayoría de los 
avances obtenidos sobre carotenogénesis en cereales se han derivado de estudios 
desarrollados con maíz, debido fundamentalmente a que éste es considerado el cereal con 
mayores niveles de carotenoides (Wurtzel, 2004; Vallabhaneni y Wurtzel, 2009), y a que la 
obtención de mutantes es bastante más fácil que en otros cereales (Maluf et al., 1997; 
Janick-Buckner et al., 1999). En el caso del trigo, y en particular del trigo harinero, el menor 
contenido que estos presentan de pigmentos carotenoides, unido al carácter hexaploide y 
la presencia de tres genomas distintos (A, B y D), ha limitado el avance en este campo, 
siendo más escasos los estudios realizados al respecto. El mayor contenido en pigmentos 
carotenoides que caracteriza a tritordeum, y las consecuentes aplicaciones nutricionales y 
tecnológicas que de ello se derivan, hacen especialmente interesante la caracterización del 
proceso de formación de pigmentos en este cereal y su comparación con especies 
emparentadas como el trigo duro. El estudio se ha complementado con la cuantificación de 
los niveles de expresión de genes carotenogénicos, alguno de los cuales codifican para 
enzimas importantes en el control y regulación de la ruta (como Psy), a fin de poder 
establecer asociaciones entre los transcritos en las etapas de desarrollo y la subsecuente 
acumulación de carotenoides observada. A diferencia de otros vegetales, como por ejemplo 
patata, tomate o coliflor (Lieberman et al., 2004; Lu et al., 2006), los mecanismos de control 
de la biosíntesis de carotenoides en cereales parecen recaer más bien a nivel de los 
propios genes implicados en la ruta más que sobre otros genes o elementos reguladores 
externos. Estudios reciente han indicado la existencia en trigo de una buena correlación 
entre la variabilidad alélica (a nivel genético) observada y la fenotípica con respecto al 
contenido en pigmentos carotenoides (Zhang y Dubcovsky, 2008). El presente estudio 
pretende establecer las diferencias genéticas entre trigo duro y tritordeum que justifique las 
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5.6.1. Cambios en la composición de pigmentos cloroplásticos durante el desarrollo y 
maduración del grano de cereal. 
5.6.1.1. Desarrollo y maduración del grano de trigo duro y tritordeum. 
La caracterización del desarrollo y maduración de los granos de cereal ha sido 
ampliamente descrita a nivel organográfico y citológico (revisado recientemente por Bechtel 
et al., 2009). Dichos estudios hacen uso de escalas que definen los distintos estadios de 
crecimiento del grano, y en general de la planta de cereal, siendo los sistemas más 
conocidos los denominados como escala Zadoks o sistema de estadios de crecimiento 
Zadoks (Zadoks et al., 1974) y la escala de Feekes (Large, 1954). La escala Zadoks, es la 
de uso más extendido, y se caracteriza por asignar un código de dos dígitos a cada estado 
de desarrollo, donde el primer dígito denota los estadios de desarrollo principales 
(numeración del 0-9) que se comprenden desde la germinación del grano hasta la 
maduración del mismo pasando por estadíos tales como la elongación del tallo o la 
floración. El segundo dígito, con valores de 0-9, designa los estadios de crecimiento 
secundarios los cuales subdividen y detallan los fenómenos que acontecen bajo los 
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Figura 101. Esquema cronológico del crecimiento de la planta de cereal, indicando el código Zadoks 
correspondiente. Las fotografías muestran los estadios de desarrollo de los granos seleccionados 
para el presente estudio. E1 (8 DDA; water ripe, estadio Zadoks 71), E2 (14 DDA; medium milk, 
estadio Zadoks 75); E3 (18 DDA; early dough, estadio Zadoks 83), E4 (25 DDA; soft dough, estadio 
Zadoks 85), EF (30 DDA; maduro/harvest ripe, estadio Zadoks 92). Adaptado de Growth and 
development guide for spring wheat, University of Minnesota (http://www.extension.umn.edu 
/distribution /cropsystems/ dc2547.html).  
     
Resultados y Discusión 
208 
 
La Figura 101 describe el desarrollo completo de la planta del trigo, junto con los 
principales estadios de desarrollo del grano, indicando el código Zadoks para cada fase o 
estadio de crecimiento. El desarrollo del grano se prolonga por un periodo de 
aproximadamente cuatro semanas, distinguiéndose tres etapas. La 1ª Etapa (Etapa de 
crecimiento), transcurre desde el momento posterior a la antesis hasta 10 días después de 
la antesis (DDA), caracterizándose por un crecimiento rápido del grano. Dentro de ésta 
etapa, existe un periodo comprendido desde el día 4 al 10, en el cual el grano es descrito 
como “water-ripe” o “pre-milk” (estadío 71 de la escala Zadoks) debido al elevado grado de 
turgencia del mismo. En nuestro caso, el Estadio 1 (E1, 8 DDA) analizado pertenece por 
tanto a esta etapa (Figura 101). La 2ª Etapa (Etapa de llenado o filling) del grano se 
desarrolla en el periodo comprendido entre los 11 y 30 DDA. Esta etapa se caracteriza por 
una acumulación de proteínas y almidón observándose el incremento en peso seco casi de 
una manera lineal y el descenso en el porcentaje de humedad. Esta etapa a su vez puede 
ser dividida en tres, una primera fase, desde 11 a 16 DDA, denominada como “Medium 
Milk” (Escala Zadoks 75) a la cual pertenece el estadio 2 (E2, 14 DDA) analizado; Una 
segunda etapa descrita como “Soft Dough” que abarca desde 17 a 21 DDA (Escala Zadoks 
85) y una tercera etapa que comprende desde 21 hasta 30 DDA descrita como “Hard 
Dough” (Escala Zadoks 87) en donde el grano alcanza la madurez fisiológica. Dicha etapa 
se caracteriza porque culmina con la pérdida del color verde y el cese de la acumulación de 
proteínas y almidón, que llega a su máximo, en el endospermo el cual se prepara para la 
apoptosis e inicio del proceso de secado del grano. Es importante matizar que los estadios 
3 y 4 (E3 y E4), analizados en el presente estudio, aunque pertenezcan debido a su 
cronología en días (para el primero 18 DDA y para el segundo 25 DDA) a las etapas “Soft 
Dough” y “Hard Dough”, presentan un aspecto fisiológico que se aproximan más bien a 
etapas más prematuras denominadas “Early Dough” (Escala Zadoks 83) y “Soft Dough” 
(Escala Zadoks 85), respectivamente (Figura 101). Finalmente, la última etapa (3ª etapa), 
denominada de secado o maduración (drying down), transcurre desde los 30 a los 40 DDA, 
periodo durante el cual los granos pierden agua a una velocidad constante quedándose 
aproximadamente con un contenido del 10-15% de humedad. A esta etapa podemos 
asociar el estadio denominado en nuestro estudio como Estadio Final (EF) (Escala Zadoks 
92), en la cual el grano se considera con la madurez necesaria para ser cosechado.  
Al objeto de realizar el seguimiento individualizado y comparado de la composición 
en pigmentos cloroplásticos (clorofilas y carotenoides) durante el desarrollo de los granos 
de trigo duro y tritordeum se seleccionaron cinco variedades de cada genotipo (Trigo duro: 
Simeto, Claudio, Don Pedro, Kofa y UC1113; Tritordeum: HT240, HT335, HT609, HT621 y 
HT630). Esto permitió reducir la influencia del genotipo en las variaciones de pigmentos no 
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asociadas con cada especie. Las plantas fueron cultivadas en campo con un diseño de dos 
bloques al azar por variedad, al objeto de minimizar el efecto del ambiente sobre el 
contenido en pigmentos. En la Figura 102 se pueden observar los estados de desarrollo y 
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Figura 102. Imágenes de los estados de desarrollo de granos de trigo duro y tritordeum analizados 
en el presente estudio. E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (maduro, harvest). 
 
La Figura 103 muestra la evolución del peso promedio (mg) y humedad (%) de los 
granos de cereales de ambas especies en función del estadio de desarrollo. Tanto el peso 
como la humedad fueron similares en los dos cereales al inicio del desarrollo (E1), 
mostrando diferencias significativas (p<0.05) conforme progresó el mismo. En todo 
momento el peso de los granos de trigo duro presentó valores superiores a tritordeum. 
Dado que éstos últimos presentan mayores contenidos de pigmentos en el estadio maduro 
(EF), esta observación está en consonancia con la relación inversa indicada por algunos 
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autores entre el peso final del grano maduro de cereal y el contenido en pigmentos 
asociado a un aumento en el almidón del grano durante la etapa de llenado, que 
consecuentemente se traduce en un efecto de dilución del contenido en pigmentos y otros 
componentes (Clarke et al., 2006; Digesù et al., 2009; Beleggia et al., 2011). Además, 
como ya se mostró anteriormente, la contribución de la fracción de endospermo al peso 






















































Figura 103. Evolución del peso (mg) y contenido en humedad (%) de los granos de trigo duro y 
tritordeum durante el desarrollo y maduración. Los valores mostrados representan la media y el error 
estándar para cada estadío (peso: n=30; humedad: n=20) en el conjunto de cada genotipo estudiado, 
trigo duro (Don Pedro, Kofa, Claudio, Simeto y UC1113) y tritordeum (HT240, HT335, HT609, HT630 
y HT621). El peso medio del grano en el estado final (EF) se determinó como peso medio de 50 
granos por variedad. Los valores marcados con un asterisco muestran diferencias significativas para 
un mismo estadío de desarrollo (test de Duncan, p<0.05). ns: diferencias no significativas. 
 
La Figura 104 describe la evolución del peso del grano y contenido en humedad 
conforme progresó el desarrollo de cada una de las variedades analizadas. Las Tablas A1 y 
A2 del Anexo resumen el progreso de ambas variables durante el desarrollo, e incluye el 
análisis de significación estadística (test Duncan, p<0.05) para cada estadio con respecto a 
cada genotipo (trigo duro y tritordeum, respectivamente). Como se observa ambos cereales 
siguieron pautas de desarrollo y crecimiento en consonancia con los estadios anteriormente 
descritos. Observaciones similares han sido descritas para maíz (Xu et al., 2010; Hu y Xu, 
2011). Los valores de humedad observados se situaron en un rango del 60-70% mostrando 
una tendencia al descenso conforme avanzó el desarrollo, alcanzando niveles seis veces 
inferiores en el grano maduro (10.7 y 9.3% como valor medio para tritordeum y trigo duro, 
respectivamente; Figura 103). El incremento de peso fue más acusado en el tránsito del 
estadio E3 (18 DDA) al E4 (25 DDA), lo cual se correspondió claramente con la etapa de 
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llenado caracterizada por la síntesis masiva de hidratos de carbono. Para el conjunto de 
muestras de tritordeum se observó un aumento continuado de los valores de peso de grano 
desde el inicio del desarrollo (E1, 8 DDA) hasta el final del mismo (E4, 25 DDA), 
incrementando unas 3 veces, mientras que en las variedades de trigo duro este aumento no 
fue tan homogéneo, mostrando un patrón de evolución más irregular. No obstante, el 
aumento promedio en peso de los granos de trigo duro durante el desarrollo fue de 3.7 
veces. En el paso a estadio EF, desde el estadio de desarrollo E4, se observó una 
reducción en los valores de peso y humedad de los granos, que al ser más acusada en este 
último caso, podría indicar que el proceso de llenado de los granos se extienda y continue 
en cierto grado durante la etapa de maduración. 
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Figura 104. Evolución del peso (mg) y contenido en humedad (%) de los granos de cada variedad de 
trigo duro y tritordeum durante el desarrollo y maduración. Los valores mostrados representan la 
media y error estándar (peso: n=6; humedad: n=4) para cada estadio. Las Tablas A1 y A2 (Anexo) 
muestran el análisis de ANOVA y de significación estadística (test Duncan, p<0.05) para cada 
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Figura 105. Cromatogramas de HPLC correspondientes al perfil de pigmentos cloroplásticos durante el desarrollo de granos de trigo duro (Don 
Pedro) y tritordeum (HT630). Picos: 1, 9’-cis-neoxanteno; 2, all-trans-violaxanteno; 3, 9-cis-violaxanteno; 4, 13-cis-violaxanteno; 5, all-trans-
anteraxanteno; 6, all-trans-zeaxanteno; 7, all-trans-luteína; 8, 9-cis-luteína; 9, 13-cis-luteína; 10, clorofila b; 11, clorofila a; 12, all-trans-β-caroteno; 
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5.6.1.2. Perfil de pigmentos cloroplásticos durante el desarrollo y maduración de granos de 
trigo duro y tritordeum. 
La Figura 105 muestra los cromatogramas de HPLC correspondientes al perfil de 
pigmentos cloroplásticos para cada uno de los estadíos de desarrollo de los granos de trigo 
duro y tritordeum, mostrando a modo de ejemplo los obtenidos para Don Pedro y HT630, 
respectivamente. Como era de esperar para un tejido vegetal verde, el perfil se 
correspondió con la composición típica de un tejido fotosintético, presentando los 
característicos pigmentos clorofílicos (clorofila a y b), así como un conjunto de carotenoides 
conformado mayoritariamente por luteína, violaxanteno, neoxanteno y β-caroteno, junto con 
contenidos menores de anteraxanteno y zeaxanteno. La Figura 106 muestra las estructuras 
de dichos pigmentos. Este patrón de carotenoides cloroplásticos se encuentra altamente 
conservado en el reino vegetal (Strain, 1966; Gross, 1991), incluyendo las angiospermas, 
gimnospermas, algas verdes, pteridofitas y briofitas, ejerciendo funciones vitales a nivel de 
los procesos de fotoprotección, así como en el ensamblaje de los centros de reacción del 
fotosistema II y el desarrollo de la función de captación de energía lumínica (Pogson et al., 
1996; 1998; Lokstein et al., 2002). Como se deduce de la mera observación de los 
cromatogramas, la composición cualitativa de pigmentos se mantuvo inalterada durante 
todo el proceso de desarrollo de los granos (estadíos E1 a E4), cambiando únicamente en 
la fase de maduración (estadío maduro, EF), lo cual está en concordancia con estudios 
recientes realizados con granos en desarrollo de trigo duro y trigo harinero (Ramachandran 
et al., 2010; Qin et al., 2012). Estos cambios se analizarán a nivel cuantitativo y en detalle 
con posterioridad.  
Dada la circunstancia de que la evolución y cambios en pigmentos que deseamos 
investigar durante el desarrollo y maduración de los granos acontece de forma simultánea a 
otros múltiples procesos bioquímicos que afectan y alteran el balance de materia de los 
mismos, se debe prestar un especial cuidado en el análisis de los resultados al objeto de 
identificar adecuadamente la posible concurrencia de fenómenos de biosíntesis y/o 
catabolismo. La simple observación del aspecto externo, especialmente el color, de los 
granos evidencia claramente que debe existir un proceso de catabolismo y desaparición de 
clorofilas en el estado maduro, probablemente controlado por rutas similares a las que 
operan en vegetales verdes senescentes y frutos en maduración (Hörtensteiner, 2006; 
Hörtensteiner y Kräutler, 2011). Sin embargo, no podemos realizar ninguna afirmación a 
priori de lo que pueda suceder con los pigmentos carotenoides. Los cambios descritos en el 
peso de los granos y la humedad de los mismos, están directamente asociados a cambios 
cuantitativos en diversos componentes, lo cual se pone especialmente en evidencia durante 
la etapa de llenado que se caracteriza por la acusada síntesis de hidratos de carbono, y que 
      
Resultados y Discusión 
215 
 
en el presente estudio se desarrolla fundamentalmente durante el tránsito del estadío E3 a 
E4. Este hecho, unido a las diferencias en las tasas de síntesis y/o catabolismo de los 
diferentes componentes del grano conlleva que los correspondientes incrementos o 















































































Figura 106. Estructura de los pigmentos cloroplásticos presentes en los granos de cereal en 
desarrollo. 
 
     



























E1 E2 E3 E4 EF







E1 E2 E3 E4 EF








E1 E2 E3 E4 EF







E1 E2 E3 E4 EF








E1 E2 E3 E4 EF






E1 E2 E3 E4 EF
















E1 E2 E3 E4 EF









E1 E2 E3 E4 EF
µg/grano PS µg/grano PF
  
Figura 107. Evolución del contenido de clorofilas y carotenoides durante el desarrollo y maduración 
de granos de tritordeum (HT630) y trigo duro (Don Pedro) en función del sistema de expresión de 
concentración en base a peso de muestra ( g/g) y por unidad de grano ( g/grano), tanto en base 
fresca (PF) como seca (PS). Los valores mostrados representan la media y el error estándar para 
cada estadío (E1-E4 n=4; EF: n=8). 
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Además, debemos tener en cuenta que en el presente estudio se han analizado 
granos completos, que incluyen una mezcla de diferentes tipos de tejidos correspondientes 
a las diferentes partes del grano. Por lo tanto, la heterogeneidad en la distribución espacial 
de la acumulación de los pigmentos cloroplásticos (carotenoides y clorofilas) en los granos 
en desarrollo puede complicar la interpretación de los resultados al estar analizando 
simultáneamente los procesos de biosíntesis y catabolismo que afectan a estos pigmentos. 
En los granos de cereal encontramos principalmente tres componentes: pericarpio, 
endospermo y embrión (Figura 97). El pericarpio de los granos inmaduros contiene 
cloroplastos fotosintéticamente activos, mientras que estos no están presentes en el 
embrión, el endospermo y en el pericarpio de los granos maduros (Qin et al., 2012). 
Durante el desarrollo del presente estudio resultó imposible la disección de los embriones 
correspondientes a cada estadío de desarrollo y la cuantificación de los pigmentos en 
éstos, sin embargo los resultados descritos por Panfili et al., (2003) y por Ndolo y Beta 
(2013), así como los presentados con anterioridad en la presente memoria, han demostrado 
que el tejido embrionario contribuye en una pequeña proporción al contenido en 
carotenoide del grano maduro, siendo principalmente luteína, y algo de zeaxanteno y β-
caroteno, los carotenoides encontrados. Podemos asumir, que los pigmentos analizados 
provienen en su mayor parte de los plastidios presentes en el endospermo (amiloplastos; 
LaCroix y Lier, 1975) en formación y del pericarpio (cloroplastos funcionales y 
senescentes), siendo éste último el tejido que probablemente contenga la mayor parte de 
las clorofilas y carotenoides asociados a los cloroplastos durante los estadios de desarrollo.  
Al objeto de valorar y determinar la forma más adecuada para expresar y estudiar 
los datos de concentración de pigmentos y facilitar la interpretación de los mismos, los 
valores de contenido de pigmentos fueron expresados tanto en base materia fresca como 
seca, y a su vez por muestra en peso y por unidad de grano. La Figura 107 muestra la 
evolución del contenido total de carotenoides y de clorofilas expresados en los cuatro 
sistemas de concentración, es decir como g de pigmento por unidad de peso de grano 
( g/g PF y g/g PS, referidos a materia fresca y seca, respectivamente), así como g de 
pigmento por unidad de grano ( g/grano PF y g/grano PS, respectivamente), para todos 
los estadíos analizados (E1-E4 y EF), utilizando a modo de ejemplo un trigo duro (Don 
Pedro) y un tritordeum (HT630). Como se puede observar claramente la expresión de los 
resultados en base a materia seca posibilita la comparación directa de los resultados 
obtenidos para los estadíos de desarrollo (E1-E4) con el estadío maduro (EF), habida 
cuenta de los diferentes contenidos en humedad que presentan éstos, tal y como se mostró 
en las Figuras 103 y 104. El contraste es aún más acusado cuando se comparan los datos 
expresados por peso de muestra y por unidad de grano, de tal manera que al referir la 
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concentración de pigmentos por peso de muestra, el resultado se encuentra sin duda 
influenciado por los cambios en la tasa de crecimiento del grano, el cual es mucho más 
acusado en las últimas etapas de desarrollo (E3 y E4), coincidiendo con la etapa de llenado 
(Figuras 103 y 104), lo que contribuye a la observación de descensos en la concentración 
de pigmentos, tanto clorofilas como carotenoides, y por lo tanto induce a pensar en la 
existencia de procesos catabólicos asociados a las últimas fase del desarrollo. Sin 
embargo, la expresión de los resultados como contenido de pigmento por unidad de grano 
de cereal ( g/grano) permite aunar al mismo tiempo las variaciones del contenido de 
pigmentos con las que ocurren en el crecimiento del grano (dado principalmente por el 
peso, y en menor grado por el contenido de agua). En este caso los datos muestran 
claramente un aumento continuado del contenido de pigmentos clorofílicos y carotenoides 
durante el desarrollo del grano, evidenciando que las tasas de síntesis de pigmentos deben 
ser inferiores a la de formación de carbohidratos de reserva y de ahí los descensos en 
concentración encontrados al referir los resultados por unidad de peso. Por todo lo 
expuesto, el sistema de expresión de resultados de concentración de pigmentos adoptado 
en el presente estudio fue como microgramos de pigmentos por unidad de grano referido a 
materia seca ( g/grano PS). 
 La Figura 108 resume la evolución comparada del contenido de clorofilas y 
carotenoides totales durante el desarrollo y maduración del grano. Los datos mostrados 
corresponden al promedio de las cinco variedades de cada una de las especies estudiadas, 
trigo duro y tritordeum. Las Tablas A3-A12 del Anexo muestran de forma detallada los 
cambios en el contenido y perfil de pigmentos cloroplásticos para cada una de las 
variedades, incluyendo el análisis de significación estadística (test de Duncan, p<0.05) para 
cada estadio. Como se observa ambos cereales siguieron pautas de desarrollo y 
crecimiento en consonancia con los estadios anteriormente descritos. Los valores de 
contenido en pigmentos clorofílicos y carotenoides fueron siempre significativamente 
superiores (p<0.05) en los granos en desarrollo de trigo duro, con la salvedad del estadío 
inicial (E1) en el que ambos cereales mostraron valores similares, cuando apenas habían 
transcurrido 8 días desde la antesis. Este hecho podría estar relacionado con una mayor 
eficiencia fotosintética en trigo duro, que a su vez se traduciría en una mayor productividad 
agronómica. El perfil de evolución para el contenido de clorofilas y carotenoides fue muy 
similar al compararlo entre ambas especies, como también se deduce de la Figura 109 
donde se representa la evolución de la relación promedio de clorofilas totales a 
carotenoides. Este hecho apunta a la existencia de un control análogo de las rutas 
biosintéticas y fisiológicas asociadas al proceso de formación y catabolismo de pigmentos 
durante el desarrollo y maduración de los granos de trigo duro y tritordeum, lo cual está en 
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consonancia con otros estudios similares (Corona et al., 1996; Pogson et al., 1998). Los 
trabajos pioneros de Nielsen y Gough (1974) con mutantes xantha de cebada demostraron 
una inhibición en la acumulación de carotenoides cuando la síntesis de clorofilas se 
encontraba atenuada. La acumulación de otros antioxidantes, como tocoferoles, ha sido 
también observada durante el desarrollo de granos de cereales u otras semillas vegetales 
(DellaPenna y Pogson, 2006; Herchi et al., 2011; Gutiérrez-González et al., 2013). La 
detección de carotenoides desde los primeros estadios de desarrollo (E1) coincide con las 
observaciones de Howitt et al., (2009) y sugiere un papel antioxidante de los carotenoides 































































Figura 108. Evolución del contenido ( g/grano PS) de clorofilas y carotenoides durante el desarrollo 
y posterior maduración de granos de trigo duro y tritordeum. Los valores mostrados representan la 
media y el error estándar para cada estadío (E1-E4 n=20; EF: n=40) en el conjunto de cada genotipo 
estudiado, trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio, Kofa y UC1113) y tritordeum (HT621, HT630, 
HT609, HT240 y HT335). Los valores marcados con un asterisco muestran diferencias significativas 
para un mismo estadío de desarrollo (test de Duncan, p<0.05). ns: diferencias no significativas. 
 
La síntesis de ambas familias de pigmentos fue aparentemente más acusada en las 
dos primeras etapas del desarrollo (E1→E2 y E2→E3), ralentizándose en la última 
(E3→E4), especialmente para las clorofilas, lo cual evidencia un desplazamiento del 
equilibrio anabólico/catabólico traducido en menores tasas de reposición, siendo indicativo 
del inicio de los fenómenos de senescencia asociados a la maduración del grano, y que 
conllevan finalmente a la desaparición de las clorofilas en el estado de total madurez (EF). 
Teniendo en cuenta que cada una de las etapas estudiadas tiene una duración temporal 
diferente (E1→E2: 6 días; E2→E3: 4 días; E3→E4: 7 días), la representación de la tasa de 
formación neta normalizada de clorofilas y carotenoides resulta especialmente útil. La 
Figura 110 muestra los datos obtenidos tras referir las variaciones en el contenido en 
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pigmentos respecto al valor de partida (extremo inferior) de cada etapa (normalización) y a 
la duración del periodo de tiempo correspondiente. De esta forma se aprecia claramente 
como las clorofilas fueron sintetizadas a tasas decrecientes conforme avanzó el proceso de 
desarrollo (la tasa máxima se observó para la primera etapa, E1→E2), que finalmente 
derivó en la desaparición de las mismas en el estado maduro, observándose que dicho 
proceso ocurrió más rápidamente en trigo duro que en tritordeum, presentando estos 































Figura 109. Evolución de la relación entre el contenido clorofilas totales y carotenoides totales 
durante el desarrollo y maduración de granos de trigo duro y tritordeum. Los valores mostrados 
representan la media y el error estándar para cada estadío (E1-E4 n=20; EF: n=40) en el conjunto de 
cada genotipo estudiado, trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio, Kofa y UC1113) y tritordeum 
(HT621, HT630, HT609, HT240 y HT335). Los valores marcados con un asterisco muestran 
diferencias significativas para un mismo estadío de desarrollo (test de Duncan, p<0.05). ns: 
diferencias no significativas. 
 
Por el contrario, la síntesis de carotenoides siguió una pauta diferente en función de 
la especie, de tal manera que trigo duro presentó la tasa máxima de síntesis durante la 
primera etapa (E1→E2) decreciendo paulatinamente conforme progresó el desarrollo, de 
forma similar a las clorofilas, mientras que tritordeum presentó el máximo durante la 
segunda etapa (E2→E3). Este aspecto sugiere nuevamente la existencia de un proceso de 
desarrollo y maduración algo más rápido en trigo duro, al tiempo que indica la posible 
activación del proceso de carotenogénesis en tritordeum en estadíos previos a la 
maduración y que pudiera estar relacionado con los mayores niveles de carotenoides 
encontrados en los granos maduros de esta especie. No sería muy aventurado pensar que 
durante las últimas etapas de desarrollo se vayan activando los procesos responsables de 
las actividades biosintéticas que determinan el perfil y los niveles de pigmentos 
carotenoides encontrados en el endospermo de los granos maduros, y los datos aquí 
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presentados así lo sugieren. Recientemente Qin et al., (2012) han observado que los 
carotenoides, principalmente luteína, son activamente sintetizados en los granos maduros 
de trigo duro (T. turgidum ssp. durum) y de trigo harinero (T. aestivum), resultados que 
cambian sustancialmente la común percepción entre los investigadores de que los 
carotenoides son simplemente repuestos (turned over) durante el desarrollo del grano 
después de su biosíntesis inicial en los primeros estadíos. El análisis de la expresión de 
genes relacionados con la carotenogénesis y sus precursores, que se presentará y discutirá 













































































Figura 110. Tasas de formación neta normalizada de pigmentos clorofílicos y carotenoides 
(∆Contenido normalizado ( g/grano PS)/duración etapa (días)) referidos a las etapas de desarrollo 
comprendidas entre estadíos consecutivos (E1→E2; E2→E3; E3→E4). Los valores mostrados 
representan la media y el error estándar para cada etapa consecutiva (n=20) en el conjunto de cada 
genotipo estudiado, trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio, Kofa y UC1113) y tritordeum (HT621, 
HT630, HT609, HT240 y HT335). Los valores marcados con un asterisco muestran diferencias 
significativas para una misma etapa de desarrollo (test de Duncan, p<0.05). ns: diferencias no 
significativas. 
 
La Figura 111 muestra la correlación existente entre el contenido carotenoide 
presente en el último estadío de desarrollo estudiado (E4) y el contenido encontrado en los 
granos maduros, apreciándose diferencias a nivel de especie. Las cinco líneas avanzadas 
de tritordeum presentaron niveles superiores de carotenoides con respecto a las variedades 
de trigo duro estudiadas, a pesar de que en el estadío E4 el contenido medio de 
carotenoides en trigo duro (2.73 ± 0.12 µg/grano PS) fue significativamente (p<0.05) 
superior al de tritordeum (2.25 ± 0.10 µg/grano PS). Dentro del grupo de tritordeum 
destacaron las líneas HT630 y HT621 por su alto contenido carotenoide, mientras que la 
variedad Kofa, tradicionalmente caracterizada por un alto valor de YPC, fue la variedad que 
destacó en el conjunto de trigos duros estudiados. Como ya se ha apuntado con 
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anterioridad, la aparición de los ésteres de luteína en el endospermo de los granos maduros 
de tritordeum podría ser uno de los factores determinantes de la mayor capacidad de 
síntesis y acumulación de xantofilas en este cereal, por lo que el desarrollo de 
investigaciones que avancen en el conocimiento del mecanismo y funciones de la 
















































Figura 111. Correlación entre el contenido carotenoide presente en los granos al final del desarrollo 
(estadío E4; 25 DDA) y en los correspondientes granos maduros (estadío EF). 
 
      





























































Figura 112. Evolución de la composición porcentual de carotenoides y clorofilas individuales durante 
el desarrollo de granos de trigo duro y tritordeum. 
 
De manera análoga a lo expuesto hasta este momento, el análisis de los cambios 
que ocurren en la composición individual de pigmentos permite establecer analogías, y 
ciertas diferencias entre las especies estudiadas. Como se indicó anteriormente las Tablas 
A3-A12 del Anexo resumen los datos de concentración en pigmentos para cada una de las 
variedades estudiadas. La Figura 112 muestra la evolución de la composición de pigmentos 
cloroplásticos durante las fases de desarrollo estudiadas. Como puede comprobarse, la 
composición relativa no varió significativamente, indicando que las tasas de síntesis y 
reposición de todos los pigmentos fueron similares e independientes del estado de 
desarrollo.  
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Figura 113. Cambios en la concentración ( g/grano PS) de pigmentos clorofílicos individuales, y 
relación entre los mismos, durante el desarrollo y maduración de granos de trigo duro y tritordeum. 
Los valores mostrados representan la media y el error estándar para cada estadío (E1-E4 n=20; EF: 
n=40) en el conjunto de cada genotipo estudiado, trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio, Kofa y 
UC1113) y tritordeum (HT621, HT630, HT609, HT240 y HT335). Los valores marcados con un 
asterisco muestran diferencias significativas para un mismo estadío de desarrollo (test de Duncan, 
p<0.05). ns: diferencias no significativas. 
 
La Figura 113 describe la evolución del contenido promedio de clorofilas a y b, así 
como la relación entre ambas, para el conjunto de variedades de trigo duro y tritordeum 
consideradas. El patrón de evolución de cada clorofila de forma individualizada fue similar 
al observado para el contenido total de clorofilas (Figura 108), lo cual es lógico dada la 
constancia, dentro de unos límites estrechos, de la relación entre ambas clorofilas. Como 
en el resto de vegetales verdes, clorofila a estuvo presente a niveles superiores que 
clorofila b, en el rango de 2-3 veces (Pogson et al., 1996; Žnidarčič et al., 2011). Esto hecho 
es consistente con la función de la clorofila a como pigmento principal captador de energía 
lumínica en las plantas superiores, mientras que clorofila b actúa como un pigmento 
accesorio (Strain, 1966; Gross, 1991) que complementa parcialmente a la primera. 
Conforme progresó el desarrollo de los granos la relación Cla/Clb mostró una tendencia 
generalizada hacia el descenso, el cual fue más acusado en trigo duro, que como 
recordaremos presentó una reducción más acusada en las tasas de síntesis de clorofilas 
totales durante el desarrollo.  
      















































































Figura 114. Tasas de formación neta normalizada de clorofilas a y b en relación a las etapas de 
desarrollo comprendidas entre estadíos consecutivos (E1→E2; E2→E3; E3→E4). Los valores 
mostrados representan la media y el error estándar para cada etapa consecutiva (n=20) en el 
conjunto de cada genotipo estudiado, trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio, Kofa y UC1113) y 
tritordeum (HT621, HT630, HT609, HT240 y HT335). Los valores marcados con un asterisco 
muestran diferencias significativas para una misma etapa de desarrollo (test de Duncan, p<0.05). ns: 
diferencias no significativas. 
 
La Figura 114 describe los cambios en la tasa neta de formación de clorofila a y b, 
observándose como el comportamiento de ambas clorofilas fue idéntico en función de la 
especie. Las tasas de formación fueron superiores en trigo duro durante la primera etapa de 
desarrollo (E1→E2), igualándose con tritordeum a partir de la segunda etapa. Los 
descensos en las tasas de formación de clorofila b con respecto a las dos primeras etapas 
de desarrollo fueron menos acusados en tritordeum que en trigo duro, observándose 
consecuentemente descensos más acusados en la relación entre ambas clorofilas en trigo 
duro. Los valores superiores para la relación Cla/Clb en tritordeum (con un valor promedio 
cercano a 3; Figura 113), y la mayor constancia en su valor, son características que podrían 
estar relacionadas con una mejor adaptación de esta especie a condiciones de alta 
irradiancia lumínica, en concordancia con numerosos estudios en plantas superiores 
(Yamamoto, 1979; Givnish, 1988; Yamazaki et al., 2005). Clorofila a está asociada al centro 
de reacción, principalmente del fotosistema I (PSI), mientras que clorofila b lo está con los 
complejos antena del fotosistema II (PSII), por lo que dado que la abundancia de ambos 
sistemas se modula por las condiciones lumínicas del medio la relación Cla/Clb es a 
menudo un buen indicador de la adaptación de las plantas a tales condiciones (Hornero-
Méndez y Mínguez-Mosquera, 2001). En situaciones de maduración de frutos y 
senescencia de vegetales, la reducción en los valores de Cla/Clb se ha explicado en 
términos catabólicos asociados a una desaparición más acusada de clorofila a debida a la 
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degradación preferente por parte de la enzima clorofilasa (Fiedor et al., 1992; Mínguez-
Mosquera y Gallardo-Guerrero, 1996; Schoch y Ihl, 1998).  
En cuanto al seguimiento de los cambios en la composición de pigmentos 
carotenoides individuales (Figura 115) la mayoría de ellos experimentaron cambios 
análogos a los observados para el contenido carotenoide total (Figura 108). Los niveles de 
concentración fueron significativamente superiores (p<0.05) en los granos de trigo duro en 
desarrollo, situación que se invirtió en el grano maduro, siendo tritordeum el de mayor 
contenido carotenoide en consonancia con los datos de caracterización de ambas especies 
que hemos ya expuesto en la presente memoria (Atienza et al., 2007b; Mellado-Ortega y 
Hornero-Méndez, 2012). Dichas diferencias dependientes del genoma se pusieron de 
manifiesto a partir del estadío E2, no observándose variaciones significativas para el 
contenido de ninguno de los pigmentos en el primer estadío (E1), de manera análoga a lo 
observado para el contenido de clorofilas. Este hecho invita a pensar que el estadío E1 
corresponde a un nivel de desarrollo muy primario que para especies tan próximas resulta 
difícil encontrar diferencias metabólicas detectables. Para todos los estados de desarrollo 
considerados los pigmentos mayoritarios fueron, en orden decreciente de concentración, 
luteína (all-trans-luteína, junto con pequeñas cantidades de 9-cis- y 13-cis-luteína), 
violaxanteno (all-trans-violaxanteno + 9-cis-violaxanteno + 13-cis-violaxanteno), 9’-cis-
neoxanteno y β-caroteno. Además se cuantificaron all-trans-anteraxanteno y all-trans-
zeaxanteno en niveles considerablemente inferiores, los cuales solo mostraron diferencias 
asociadas a la especie en el último estadío de desarrollo (E4), siendo especialmente 
relevante la diferencia encontrada para zeaxanteno, cuyos niveles fueron prácticamente 
duplicados en trigo duro. Se trata pues del perfil típico de carotenoides cloroplásticos. Tal y 
como se describió en las Figuras 29 y 36 la formación de todos estos pigmentos está 
interrelacionada a través de la ruta de carotenogénesis que opera en tejidos 
fotosintéticamente activos. Esta ruta se caracteriza por la existencia de dos ramas que se 
generan por la ciclación de licopeno (como precursor) por concurso de la licopeno -ciclasa 
(βLCY) y de la licopeno -ciclasa (εLCY), que producen respectivamente anillos  y . La 
acción simultánea de βLCY en ambos extremos de la molécula de licopeno genera -
caroteno, mientras que la acción combinada de βLCY y εLCY conduce a la formación de -
caroteno, aunque este último se detecta habitualmente en niveles muy reducidos (Frank y 
Cogdell, 1996). Transformaciones posteriores de -caroteno y -caroteno mediante 
hidroxilaciones, epoxidaciones y determinados reordenamientos internos dan lugar a dos 
familias de carotenoides a los que nos referiremos como rama  y rama , 
respectivamente. Resulta poco habitual la formación de carotenoides con dos anillos  por 
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acción exclusiva de εLCY, como es el caso de lactucaxanteno en ciertas variedades de 
lechuga (Lactuca sativa). En nuestro caso, al igual que en la mayoría de tejidos 
cloroplásticos estudiados, la rama  estuvo conformada por -caroteno, zeaxanteno 
(derivado dihidroxilado de -caroteno), anteraxanteno (derivado monoepoxidado de 
zeaxanteno), violaxanteno (derivado diepoxidado de zeaxanteno) y neoxanteno (derivado 
de violaxanteno por reorganización estructural), mientras que la rama  estuvo casi 
exclusivamente compuesta por luteína (derivado dihidroxilado de -caroteno). A su vez 
violaxanteno, anteraxanteno y zeaxanteno están interrelacionados, al margen de la ruta 
biosíntetica, a través del Ciclo del Violaxanteno, mecanismo de disipación de exceso de 
energía lumínica mediante deepoxidación que es revertido en ausencia de luz. Dado que 
las muestras objeto de estudio fueron colectadas a primeras horas de la mañana, cuando la 
incidencia de radiación lumínica es bajo, los bajos niveles encontrados en nuestras 
muestras para anteraxanteno, y en especial de zeaxanteno, se correlacionan 
perfectamente con la operatividad de dicho ciclo. Cabe destacar el comportamiento de -
caroteno y 9’-cis-neoxanteno, los cuales dentro del conjunto de pigmentos mayoritarios 
fueron los que presentaron un perfil de evolución más suave. El carácter de β-caroteno 
como precursor general del resto de pigmentos de la rama ββ pudiera ser responsable de 
esta observación (Fraser y Bramley, 2004; Cuttriss et al., 2007b, 2011). Por otro lado, 9’-
cis-neoxanteno es considerado el precursor principal del ácido abscísico (ABA), una 
hormona vegetal con importantes funciones durante muchas fases del ciclo de vida de las 
plantas, como el desarrollo y dormancia de semillas y órganos de reserva (tubérculos) así 
como diversas respuestas a condiciones de estrés ambiental (Seo y Koshiba, 2002; 
Nambara y Marion-Poll, 2003; 2005; Frey et al., 2006).  
Nuevamente resulta interesante el análisis de la evolución de las tasas de formación 
neta de los pigmentos individuales con respecto a las tres etapas de desarrollo. Como 
puede observarse en la Figura 116, se advierten con claridad diferencias a nivel de 
especie, de tal forma que la mayoría de pigmentos en tritordeum muestran tasas de 
formación máximas durante la segunda etapa de desarrollo (E2→E3), mientras que en trigo 
duro el máximo de tasa de síntesis neta se observó en la primera etapa, decreciendo 
acusadamente para las etapas posteriores. No obstante se observaron ciertas excepciones, 
siendo la más patente el comportamiento de zeaxanteno, que experimentó un ascenso en 
la tasa de síntesis en trigo duro, probablemente en respuesta a la activación durante las 
dos últimas etapas de los procesos que determinarán la composición carotenoide del grano 
maduro, ya que como recordaremos zeaxanteno está presente en los granos de trigo duro, 
mientras que está ausente en tritordeum. En cualquier caso, la acumulación de zeaxanteno 
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también estará mediada por la reducción paulatina en la síntesis de pigmentos como 
violaxanteno, anteraxanteno y 9’-cis-neoxanteno, de los cuales es precursor, aunque este 
hecho es común en ambos tipos de cereales y por tanto no parece que pueda ser la causa 












































































































































Figura 115. Cambios en la concentración ( g/grano PS) de pigmentos carotenoides individuales 
durante el desarrollo y maduración de granos de trigo duro y tritordeum. Los valores mostrados 
representan la media y el error estándar para cada estadío (E1-E4 n=20; EF: n=40) en el conjunto de 
cada genotipo estudiado, trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio, Kofa y UC1113) y tritordeum 
(HT621, HT630, HT609, HT240 y HT335). Los valores marcados con un asterisco muestran 
diferencias significativas para un mismo estadío de desarrollo (test de Duncan, p<0.05). ns: 
diferencias no significativas. Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-
Violaxanteno; Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína); Luteína 
monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-
linoleato; Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato; 
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster. 
      






















































































































































Figura 116. Tasas de formación neta normalizada de los pigmentos carotenoides individuales en 
relación a las etapas de desarrollo comprendidas entre estadíos consecutivos (E1→E2; E2→E3; 
E3→E4). Los valores mostrados representan la media y el error estándar para cada etapa 
consecutiva (n=20) en el conjunto de cada genotipo estudiado, trigo duro (Don Pedro, Simeto, 
Claudio, Kofa y UC1113) y tritordeum (HT621, HT630, HT609, HT240 y HT335). Los valores 
marcados con un asterisco muestran diferencias significativas para una misma etapa de desarrollo 
(test de Duncan, p<0.05). ns: diferencias no significativas. 
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La importancia relativa de las ramas βε y ββ se pone de manifiesto mediante la 
relación entre el contenido de ambos grupos de pigmentos, y que en cierta manera nos 
indica el mayor o menor flujo de metabolitos por una u otra ruta a lo largo del proceso de 
desarrollo. Como se muestra en la Figura 117 se observaron diferencias significativas entre 
trigo duro y tritordeum, de tal manera que en los primeros se observó una aparente 
constancia durante todo el desarrollo, mientras que en tritordeum se puso de manifiesto un 
aumento progresivo de la relación, lo cual está en consonancia con lo encontrado por Qin 
et al., (2012) durante el desarrollo de trigo duro entre 4 y 25 DDA. Tales diferencias se 
maximizaron en el estado maduro (EF) donde el valor de la relación de las ramas βε y ββ 
alcanzó valores 12 veces superiores en tritordeum con respecto a trigo duro. Este hecho 
estaría parcialmente explicado por la desaparición total de violaxanteno, 9’-cis-neoxanteno 
y anteraxanteno en el pericarpio del grano maduro de ambos cereales, así como por la 
desaparición total y consecuente ausencia de zeaxanteno (como recordaremos esta es una 
de las características diferenciadoras y singular de tritordeum) en los granos maduros de 
tritordeum, y los mayores contenidos de luteína de éstos últimos en relación con los granos 
maduros de trigo duro. Situaciones similares se han identificado durante el desarrollo de 
granos café y maíz dulce, en los cuales se acumula principalmente luteína (Kurilich y Juvik, 
1999; Simkin et al., 2010). Por el contrario, la carotenogénesis durante el desarrollo de 
granos de sorgo conduce a una acumulación preferencial de zeaxanteno (Kean et al., 2007) 
por lo que debe existir un control fino del proceso carotenogénico en el que sin duda el 
genotipo debe tener un papel determinante. Como ya se ha apuntado, la aparición de los 
característicos ésteres de luteína en el endospermo de tritordeum podría ser responsable 
de la mayor capacidad de síntesis y acumulación en los granos maduros de esta especie. 
Adicionalmente la capacidad de acumulación de pigmentos vendrá determinada por la 
disponibilidad de estructuras apropiadas para el almacenamiento de éstos, por lo que los 
procesos de génesis de plastidios especializados en la acumulación de xantofilas y 
carotenos (cloroplastos y cromoplástos principalmente) ha sido apuntada como un 
mecanismo determinante ((Lu y Li, 2008; Cazzonelli y Pogson, 2010). Los trabajos 
realizados con mutantes de tomate high-pigment 2 y 3 (Kolotilin et al., 2007; Galpaz et al., 
2008) y el mutante en el gen Or de coliflor (Li et al., 2001; Lu et al., 2006) así lo constatan. 
No obstante, también habrá que considerar que el concurso de enzimas degradativas como 
peroxidasas y lipoxigenasas, durante el proceso final de maduración del grano (tránsito de 
E4 a EF) podría afectar a la retención de pigmentos, desencadenando en parte las 
diferencias observadas entre especies (Hessler et al., 2002; Leenhardt et al., 2006a; 
Carrera et al., 2007; Hidalgo y Brandolini, 2012). 
 
      




















































Figura 117. Evolución de la relación entre los carotenoides de las ramas βε y ββ de la ruta 
carotenogénica durante el desarrollo y maduración de granos de trigo duro y tritordeum. Rama βε = 
all-trans-Luteína + isómeros cis + monoésteres + diésteres; Rama ββ = 9'-cis-Neoxanteno + 
Violaxanteno (all-trans e isómeros cis) + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + all-trans-β-
Caroteno. Los valores mostrados representan la media y el error estándar para cada estadío (E1-E4 
n=20; EF: n=40) en el conjunto de cada genotipo estudiado, trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio, 
Kofa y UC1113) y tritordeum (HT621, HT630, HT609, HT240 y HT335). Los valores marcados con un 
asterisco muestran diferencias significativas para un mismo estadío de desarrollo (test de Duncan, 
p<0.05). ns: diferencias no significativas. La zona comprendida entre los estadíos E1 y E4 ha sido 
ampliada para mayor claridad. 
 
Estudios relacionados con el flujo de metabolitos durante la carotenogénesis en 
trigo apuntan claramente a la ciclación de licopeno como un paso regulatorio importante 
para la acumulación de xantofilas en cereales (Ramachandran et al., 2010). Variaciones 
genéticas o determinadas mutaciones que afecten a la actividad enzimática de LCYB y 
LCYE podría estar influyendo en el comportamiento diferenciable de los ratios de ambos 
conjuntos de muestras, trigos y tritordeum (Harjes et al., 2008; Howitt et al., 2009). Trabajos 
recientes sobre variabilidad genética en trigos concluyen que el genotipo tiene un impacto 
más relevante que el ambiente sobre el contenido carotenoide (Lachman et al., 2013), por 
lo que existe un gran potencial para explotar cultivares o genotipos con alelos favorables 
relacionados con propiedades beneficiosas para la salud como es el caso de tritordeum.  
 Por último, debemos destacar como la característica presencia de ésteres en el 
grano maduro (EF) de tritordeum, y la no detección de estos en los estadíos de desarrollo, 
aportan evidencias que indican que su formación tiene lugar activamente durante la etapa 
de madurez del grano, una vez completada la formación del mismo. En el presente estudio, 
el periodo de tiempo transcurrido entre el último estado de madurez estudiado (E4) y el 
grano maduro recolectado fue tan solo de 5 días, por lo que en un futuro pretendemos 
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caracterizar en detalle los cambios que afectan a los pigmentos durante esta etapa de 
maduración, con especial atención al proceso de esterificación. Estos resultados son 
también concordantes con los resultados obtenidos por Howitt et al., (2009) en trigos 
harineros, observando la presencia de ésteres exclusivamente en los granos maduros y a 
partir de 30 DDA. Desde un punto de vista cuantitativo, la comparación entre las fases de 
desarrollo (E1-E4) y el estadio final entre ambos tipos de cereales implica la existencia de 
otros factores genéticos y/o ambientales, sumados a los de la propia síntesis de pigmentos 
carotenoides, que deben de intervenir produciendo finalmente las diferencias observadas 
para ambas especies. El hecho de que durante el proceso de desarrollo del grano sea trigo 
duro el cereal que mostró mayores niveles de carotenoides, situación inversa para el grano 
maduro, podría implicar una mayor capacidad de retención y almacenamiento de los 
pigmentos por parte de tritordeum (Rodríguez-Suárez et al., 2010) durante el proceso de 
maduración, el cual podría estar facilitado por la esterificación de éstos (Mellado-Ortega y 
Hornero-Méndez, 2012). No solo la tasa de biosíntesis sino también la habilidad de las 
células para almacenar carotenoides son factores importantes que determinan el nivel de 
pigmentos que puede encontrarse en un tejido vegetal (Atienza et al., 2008; Hannoufa y 
Hossain, 2012). Como ya se ha analizado con anterioridad (Atienza et al., 2007b) (y 
constatado en el apartado de caracterización de la presente Tesis Doctoral) el genoma de 
H. chilense en tritordeum podría ser responsable del incremento en la esterificación de 
luteína, apuntando indudablemente un origen genético para este carácter en tritordeum. 
Análisis recientes del genoma de H. chilense apuntan a que los genes implicados en la 
esterificación de carotenoides podrían ubicarse en el brazo largo del cromosoma 2 
(Rodríguez-Suárez y Atienza, 2012). Esto abre nuevas posibilidades para localizar los 
genes responsables de dicho carácter y estudiar el patrón del mismo. Resulta 
especialmente interesante destacar que un QTL para ésteres de luteína fue identificado 
sobre el cromosoma 2B de trigo harinero (Howitt et al., 2009). Esto indica, cómo se 
comentó antes, que se trata de un proceso enzimático específico en el que deben de 
intervenir aciltrasferasas específicas y desconocidas hasta el momento (Mellado-Ortega y 
Hornero-Méndez, 2012). Hasta la fecha no se ha caracterizado el proceso de maduración 
del grano de los cereales en relación a la síntesis y acumulación de pigmentos 
carotenoides, siendo ésta un área que debemos explorar, en especial en lo relativo a las 
condiciones de almacenamiento de los granos recolectados durante el periodo de 
postrecolección, y el efecto que dichas condiciones puedan ejercer sobre carotenogénesis 
y/o estabilidad de los mismos. A tal fin en la presente memoria se mostrarán más adelante 
los resultados obtenidos al respecto, demostrando inequívocamente el efecto modulador de 
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la condiciones de almacenamiento sobre la síntesis de pigmentos, y de la esterificación en 
su caso, así como la influencia de los factores genéticos. 
 
5.6.2. Análisis de expresión de genes carotenogénicos durante el desarrollo de granos de 
trigo duro y tritordeum.  
 Al objeto de establecer el origen de las diferencias encontradas a nivel de especie 
para el perfil y evolución de los pigmentos carotenoides durante el desarrollo y maduración 
de los granos, y en especial en el estado de total madurez, y determinar si éstas se deben a 
una expresión diferencial de los genes carotenogénicos involucrados, se llevó a cabo el 
seguimiento de los correspondientes transcritos mediante PCR cuantitativa a tiempo real 
(RT-qPCR). Para tal fin se seleccionaron genes involucrados en la producción y flujo de 
precursores de la ruta MEP (Dxr, Hdr) y genes específicos de la ruta de carotenogénesis 
(Ggpps1, Psy1, Psy2, Pds, Zds, βLCY y εLCY). La descripción de estos genes y las 
correspondientes enzimas codificadas fueron descritas en la sección de antecedentes. 
Cabe señalar, que no fue posible el seguimiento de los genes (Hyd) que codifican para las 
enzimas hidroxilasas, responsables últimos de la formación de luteína y zeaxanteno a partir 
de  y -caroteno respectivamente, debido a problemas con el diseño de cebadores 
específicos. En la Figura 118 se muestran los datos de expresión relativa (abundancia de 
transcritos) de los genes seleccionados para trigo duro y tritordeum durante el desarrollo 
del grano. A primera vista, los datos obtenidos revelaron que todos los genes estudiados se 
expresaron en ambas especies y para todos los estados de desarrollo. Al margen de 
algunas excepciones importantes, que comentaremos a continuación, el patrón de 
expresión para la mayoría de los genes analizados resultó ser similar en ambas especies, 
existiendo diferencias a nivel de la abundancia de transcritos. Llama la atención la falta de 
correlación aparente entre el patrón de expresión de los genes estudiados y la evolución 
del perfil de pigmentos durante los estadíos de desarrollo, lo cual ya ha sido observado en 
estudios similares (Alquézar et al., 2008; Matsumoto et al., 2009; Fu et al., 2012; Qin et al., 
2012). Esta falta de correlación entre expresión génica, actividad enzimática y niveles de 
carotenoides, sugiere la implicación de múltiples mecanismos de regulación de 
carotenogénesis a nivel post-transcripcional, traduccional y finalmente de actividad 
enzimática (Bramley, 2002; Cunningham, 2002), junto con la coexistencia de procesos de 
catabolismo de pigmentos, que pueden dificultar bastante el estudio de los resultados. Es 
lógico pensar que deba existir un desfase entre la composición carotenoide de los granos 
para un estado de desarrollo dado, y la expresión génica medida en los mismos, puesto 
que el resultado de ésta última no se verá reflejada en ese momento sino en estados 
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posteriores. Para facilitar la discusión de los resultados, la Figura 119 muestra un esquema 
simplificado de la ruta de carotenogénesis en plantas superiores, con indicación de los 
carotenoides y genes estudiados (para más detalles consultar las Figuras 29 y 36 de la 










































































































































































Figura 118. Evolución del perfil de transcritos (expresión génica relativa) de nueve genes (Dxr, Hdr, 
Ggpps1, Psy1, Psy2, Pds, Zds, βLCY y εLCY) pertenecientes a la ruta de los isoprenoides (ruta 
MEP) y a la ruta de carotenogénesis durante el desarrollo de granos de trigo duro y tritordeum. Los 
valores mostrados representan la media y el error estándar para cada estadio de desarrollo en el 
conjunto de cada genotipo estudiado, trigo duro (Don Pedro, Simeto, Claudio, Kofa y UC1113) y 
tritordeum (HT621, HT630, HT609, HT240 y HT335). Diferentes letras para un mismo gen y especie 
muestran diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05).  
      





























Figura 119. Esquema simplificado de las rutas MEP y carotenogénica de plantas superiores con 
indicación de las enzimas correspondientes codificadas por los genes estudiados (en color naranja). 
En negrilla se señalan los pigmentos carotenoides identificados y cuantificados durante el desarrollo 
de los granos de trigo duro y tritordeum.  
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Los genes Dxr y Hdr que codifican para las enzimas implicadas en la generación de 
precursores de la ruta MEP (Rodríguez-Concepción y Boronat, 2002) presentaron un perfil 
de evolución que indica una tendencia caracterizada por presentar un mínimo de expresión 
situado en el periodo intermedio del desarrollo. Este patrón de expresión, caracterizado 
especialmente por aumentar al final del desarrollo, ha sido observado previamente en 
mutantes de Arabidopsis, en donde los transcritos de todos los genes de la ruta MEP se 
encontraron altamente modulados por el estado de desarrollo de la planta (Guevara-García 
et al., 2005). Así mismo durante la biogénesis de plastos se ha encontrado un patrón 
temporal de la expresión de Hdr, directamente implicado en dicho proceso (Gutiérrez-Nava 
et al., 2004). Los niveles de transcritos de Dxr fueron similares en ambas especies con 
respecto a un mismo estado de desarrollo, mientras que Hdr mostró siempre niveles 
superiores en tridordeum, especialmente al inicio del desarrollo. El carácter divergente de la 
ruta MEP, proporcionando precursores para la síntesis de otras moléculas distintas de los 
carotenoides (clorofilas, giberelinas, esteroles, tocoferoles, etc.) podrían justificar las 
tendencias observadas en la producción de transcritos en ambos cereales. Ambos genes, 
Dxr y Hdr, son considerados como puntos importantes de control de la ruta MEP (Carretero-
Paulet et al., 2002; Botella-Pavía et al., 2004). La presencia de niveles superiores de 
transcritos de Hdr en tritordeum podría estar relacionada con su mayor capacidad de 
producción y acumulación de carotenoides, al producirse un mayor flujo de sustratos para 
su síntesis. El gen Hdr codifica para la enzima hidroximetilbutenil difosfato reductasa (HDR) 
la cual actúa al final de la ruta MEP generando IPP y DMAPP. Dicho paso no es un punto 
de bifurcación hacia otras rutas de síntesis de isoprenoides, como sí lo son los catalizados 
por los productos de los genes Dxr y Ggpps, en los que por tanto el análisis de transcritos 
resulta más complejo. Estudios realizados con maíz han demostrado la existencia de 
correlación positiva entre el nivel de transcritos de Hdr durante el desarrollo del 
endospermo y la acumulación de carotenoides encontrada en el grano maduro 
(Vallabhaneni y Wurtzel, 2009). No obstante hay que tener en cuenta que la propia ruta 
parece presentar una regulación postranscripcional (Guevara-García et al., 2005) por lo que 
el nivel de transcritos no es traducible directamente en actividad enzimática indicando una 
regulación complicada. Algunos autores, estudiando plántulas de Arabidopsis etioladas, 
indican que tanto HDR como DXS (primera enzima de la ruta MEP) están sujetos a una 
regulación de retroalimentación (feedback), lo que lleva a una acumulación enzimática 
postranscripcional, iniciada por enzimas importantes de la ruta carotenogénica como la 
PSY asegurándose así el suministro adecuado de precursores en estadíos posteriores 
(Rodríguez-Villalón et al., 2009a; b).  
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La evolución de los trascritos para Ggpps1 presenta algo de disimilitud entre ambos 
cereales produciéndose solo aumento en la expresión conforme transcurre el desarrollo 
para trigos. En tritordeum el perfil de expresión guarda semejanza con lo comentado 
anteriormente para los genes Dxr y Hdr de la ruta MEP. Para todos los estadios de 
desarrollo la cantidad de transcrito fue superior en trigo duro lo cual, tal y como se ha 
indicado, puede venir derivado de una mayor demanda de precursores hacia otras rutas 
como la síntesis de clorofilas, las cuales estuvieron a niveles más elevados en trigo duro. 
La mayoría de las revisiones sobre regulación de la ruta de síntesis de carotenoides 
coinciden en que el suministro de precursores isoprenoides influye de forma significativa en 
la carotenogénesis (Cunningham, 2002; Sandmann et al., 2006; Cazzonelli y Pogson, 
2010), siendo necesaria una correcta regulación de la interconexión entre la ruta MEP y la 
de carotenogénesis para una producción eficiente de precursores (Lois et al., 2000; 
Rodríguez-Concepción et al., 2001). La generación de mutantes y análisis de la expresión 
de transcritos de genes de la ruta MEP y su correlación positiva con el aumento de 
carotenoides así lo confirman (Estévez et al., 2001; Enfissi et al., 2005; Carretero-Paulet et 
al., 2006; Vallabhaneni y Wurtzel, 2009).  
Los genes Psy1 y Psy2 constituyen dos de los tres genes que codifican para la 
primera enzima de la ruta carotenoide en cereales (Li et al., 2009). La enzima fitoeno 
sintasa (PSY) está considerada como uno de los puntos principales de control (Cazzonelli y 
Pogson, 2010; Hannoufa y Hossain, 2012) por lo que el análisis de éstos se encuentra más 
que justificado en el presente trabajo. La presencia de distintos genes, a diferencia de otras 
especies vegetales como Arabidopsis que solo presenta una forma, denota un mecanismo 
fino de regulación asociado al tipo de tejido (Gallagher et al., 2004) y que responde a 
señales medioambientales o de desarrollo (Li et al., 2008a,b; Welsch et al., 2008). El perfil 
de evolución de la expresión de los genes Psy1 y Psy2 fue totalmente diferente en función 
de la especie y del progreso del desarrollo de los granos. Los cambios observados para la 
expresión de Psy2 fueron un paralelismo para ambas especies, presentando una tendencia 
al descenso a lo largo del periodo de desarrollo. Por el contrario, el perfil de expresión de 
Psy1 fue claramente dependiente de la especie de cereal, de tal forma que disminuyó en 
trigo duro, mientras que en tritordeum la tendencia fue a aumentar a partir del segundo 
estadío (E2) alcanzando al final (estadío E4) niveles superiores a los registrados al inicio, es 
decir experimentó un proceso de activación. Estos resultados son consistentes con otros 
estudios recientes sobre el patrón de expresión del gen Psy en cereales donde se muestra 
un nivel de expresión superior por parte de Psy1 con respecto a Psy2 durante el desarrollo 
de granos de trigos (Dibari et al., 2012). Los trabajos con endospermo de maíz en 
desarrollo realizados por Li et al., (2008b) exhiben un patrón de expresión concordante con 
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lo que se obtiene para Psy1 en tritordeum mostrando aumentos significativos de los 
transcritos para dicho gen desde los 12 hasta los 22 DDA. Rodríguez-Suárez et al., (2011a) 
han descrito resultados similares para granos de H. chilense (parental de tritordeum) a 18 y 
28 DDA. Para ambos genes la cantidad de transcrito fue siempre superior para tritordeum 
siendo esta diferencia muy llamativa para el caso de Psy1. Este dato es relevante ya que 
de los tres parálogos que codifican para fitoeno sintasa (PSY) solo Psy1 es el único 
relacionado con la acumulación y variabilidad del contenido carotenoide encontrado en el 
endospermo de trigo (Gallagher et al., 2004; Pozniak et al., 2007; Zhang y Dubcovsky, 
2008; Singh et al., 2009). Este nivel de trascritos de Psy1 se encuentra en consonancia con 
la cantidad de pigmentos que caracterizan a las líneas avanzadas de tritordeum en 
comparación con las muestras de trigo duro cuando el grano está desarrollado. Algunos 
autores han sugerido que la copia extra de Psy1 que porta tritordeum, procedente del 
genoma de H. chilense, podría estar relacionado en este sentido potenciando una mayor 
síntesis de fitoeno, el primer carotenoide que se forma durante la carotenogénesis. Dicho 
gen es probablemente muy distinto al portado por los genomas de trigo duro lo cual impide 
que se generen fenómenos de co-supresión algo que si se ha apuntado que podría ocurrir 
en trigo harinero para explicar los bajos niveles de pigmentos en éstos (Atienza et al., 
2007d). 
 Con respecto a los genes que codifican para enzimas más posteriores de la ruta la 
evolución de los datos indica unas tendencias también diferenciables. Los genes Pds y Zds 
(que codifican para fitoeno desaturasa (PDS) y ζ-caroteno desaturasa (ZDS), 
respectivamente) mostraron un patrón de expresión dominado por ascenso en ambos 
cereales conforme trascurre el desarrollo, siendo los niveles de transcritos siempre 
superiores para trigo duro. El perfil de expresión obtenido sugiere también una influencia 
del estado de desarrollo sobre dichos genes manifestando un patrón temporal. Esos datos 
son contrarios a los mencionados por Li et al., (1996) analizando la expresión de Pds en el 
endospermo durante el desarrollo de maíz, donde se observó un patrón de expresión 
constitutiva para dicho gen.  
La evolución para los genes βLCY y εLCY (que codifican para licopeno β-ciclasa 
(LYCB) y licopeno ε-ciclasa (LYCE), respectivamente) resultó diferente, a la vez que 
relevante, debido a que los productos de ambos intervienen en la zona de bifurcación de la 
ruta, ciclación de licopeno, hacia la producción de carotenoides de las ramas ββ y βε 
(Cunningham et al., 1996). El gen βLCY presentó un patrón de expresión similar para los 
dos tipos de muestras en los que se observa una tendencia a disminuir durante los 
primeros momentos del desarrollo, seguido de una constancia en los niveles hasta el final 
del proceso, siendo los niveles de transcritos superiores en trigo duro con respecto a 
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tritordeum. Por el contrario la expresión del gen εLCY evidenció diferencia a nivel de 
especie, con una acusada disminución en trigo duro, mientras que se observó una evidente 
activación al final del desarrollo para los granos de tritordeum. Estos resultados son 
consistentes con el hecho de que el pigmento principal en cereales es luteína, y se 
correlacionan con la presencia de mayores niveles en tritordeum, en especial dado el hecho 
de que εLCY ha sido apuntado como gen regulador de la ruta de carotenogénesis (Pogson 
et al., 1996; Ronen et al., 1999; Yu et al., 2008). Harjes et al., (2008) estudiando la 
variabilidad genética existente en poblaciones de maíz encontraron que el gen εLCY 
presenta un papel clave en controlar el ratio de carotenoides totales que se producen por 
las ramas ββ y βε. Algunos alelos εLCY caracterizados por su baja expresión 
correlacionaban con un incremento en los carotenoides ββ. A lo largo del periodo analizado 
y para los dos tipos de muestras los niveles de expresión de εLCY resultaron ser superiores 
a los correspondientes de βLCY, siendo una excepción el estadío E4 de trigo duro, lo cual 
se correlaciona directamente con una mayor potenciación de la biosíntesis de carotenoides 
de la rama βε en tritordeum, en especial de luteína. Esto es también consistente con los 
análisis realizados por algunos autores en los que se advierte en el endospermo una 
expresión preferencial de εLCY frente a la de βLCY, patrón que se invierte en el embrión, 
implicando una posible regulación de la carotenogénesis mediante una expresión 
diferencial en los diferentes tejidos del grano (Bai et al., 2009).  
Los análisis de expresión de genes carotenogénicos realizados en el presente 
estudio indican la existencia de un patrón temporal de expresión modulable por el estadio 
de desarrollo del grano, no detectándose patrones de expresión constitutiva o constante a 
lo largo del periodo contemplado. El resultado más destacable sería el incremento para la 
expresión de los genes Psy1 y εLCY conforme avanzó el proceso de desarrollo de los 
granos de tritordeum, lo cual se correlaciona con la mayor capacidad de síntesis y 
acumulación de pigmentos carotenoides en esta especie y en contraposición a lo 
observado para trigo duro.  
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 5.7. Evolución del contenido y composición de pigmentos carotenoides durante el 
almacenamiento en postcosecha de granos maduros de trigo duro y tritordeum. 
Las semillas o granos de cereal, como cualquier organismo vivo, están sujetas a 
experimentar procesos de maduración, envejecimiento y deterioro, observándose 
diferencias de longevidad entre especies y dentro de una misma especie atribuida a 
diferencias genotípicas, de origen y ambientales. Dentro de este último aspecto, se engloba 
las condiciones climáticas durante la maduración de las semillas y de cosecha, así como 
las condiciones de almacenamiento (Pinzino, 1999), conteniendo estas últimas a los 
factores más críticos (humedad relativa, presión parcial de oxígeno, temperatura y tiempo). 
Las semillas pierden viabilidad durante periodos de almacenamiento prolongados, 
cobrando importancia en dicho proceso la humedad relativa del aire y la temperatura, 
acelerando en general las reacciones degradativas (Galleschi et al., 2002). 
En el presente apartado, se ha analizado la evolución de los pigmentos 
carotenoides presentes en granos de trigo duro y tritordeum almacenados inmediatamente 
después de la recolección (periodo de postcosecha) durante un intervalo de tiempo de tres 
meses a diferentes temperaturas (4, 20 y 37°C), con el objetivo de valorar la incidencia de 
tales condiciones sobre el contenido y composición de pigmentos, prestando una atención 
especial en el seguimiento de la esterificación de las xantofilas (especialmente luteína), y la 
posible participación de este fenómeno en la estabilidad de las mismas. Para tal fin, se 
seleccionaron granos de las mismas variedades de trigo duro (Don Pedro, Simeto y 
Claudio) y tritordeum (HT630, HT621 y HT609) con las que se ha realizado el estudio de 
caracterización de composición de pigmentos. Como se demostró en el apartado anterior, 
los cambios experimentados en el perfil de carotenoides de las semillas de tritordeum 
evidencian que el proceso de carotenogénesis debe seguir activo con posterioridad a la 
maduración del grano. La temperatura, junto con el oxígeno y la luz, son los factores que 
más influyen en el metabolismo de los pigmentos carotenoides durante el almacenamiento 
de frutos y vegetales (Britton y Hornero-Méndez, 1997; Mínguez Mosquera, et al., 1997), 
modulando el balance entre los procesos de biosíntesis y catabolismo. 
En la Figura 120 se puede observar, que en términos generales, la evolución del 
contenido de carotenoides totales siguió un patrón generalizado en todas las muestras, 
observándose una disminución de éstos con el tiempo, con salvedades que se comentarán 
para los trigos. La Tabla A13 del Anexo incluye los valores medios y error estándar, junto 
con el análisis de significación estadística (test Duncan, p<0.05) de la evolución del 
contenido total carotenoide para cada especie de cereal (trigo duro y tritordeum). Dicha 
disminución en los niveles de carotenoides resultó ser más acusada con el aumento de la 
      
Resultados y Discusión 
241 
 
temperatura, por lo que los valores más bajos de concentración se registraron para las 
muestras almacenadas a 37°C, observándose un descenso en torno al 30% para las 
variedades de trigo duro y del 24% para las de tritordeum al final del periodo de 
almacenamiento en postcosecha. Estos datos muestran una diferencia importante en 
cuanto a la evolución de las pérdidas de pigmentos en ambos tipos de cereales y que 
puede ser atribuido, como se discutirá más adelante, al perfil de esterificación que presenta 
tritordeum. Para las muestras almacenadas a 4 y 20°C, los cambios con respecto al tiempo 
resultaron ser más suaves, algo que se observó de forma más significativa en las líneas de 
tritordeum, demostrando también que éstos últimos presentaron una mayor estabilidad 
frente a los cambios de temperaturas, o que al menos el balance anabólico/catabólico 
estuvo más desplazado hacia los procesos de biosíntesis de pigmentos. La Figura 121 
describe la evolución de los perfiles cromatográficos obtenidos para granos de tritordeum 
(HT621) y trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento en postrecolección.  
En el caso de los trigos duros se observaron aumentos para el contenido 
carotenoide a las temperaturas de 4 y 20°C en el periodo de tiempo comprendido entre el 
inicio del experimento y la primera toma de muestra (M1; 30 días). Este fenómeno podría 
estar relacionado con la existencia de un proceso de maduración de los granos de trigo 
duro más retardada con respecto a tritordeum, y que estando directamente inducida por las 
bajas temperaturas, seguiría activo durante el periodo de almacenamiento en postcosecha, 
compensándose las pérdidas producidas por degradación durante las primeras semanas de 
almacenamiento. De esta forma, se observaron aumentos en el contenido carotenoide 
cercanos al 65% para la variedad Claudio y al 31% para Simeto. Este período de 
adaptación a las nuevas condiciones de almacenamiento, especialmente en los granos 
conservados a 4 y 37°C (las temperaturas que más difieren de las de cosecha), sugiere la 
activación metabólica o rotura de la dormancia de los granos, proceso durante el cual se 
tiene constancia de que aumenta de forma general el contenido de antioxidantes (Howitt y 
Pogson, 2006). Los carotenoides ejercen un papel protector frente a la acción de los 
radicales libres y previenen el envejecimiento de las semillas, contribuyendo en este caso 
al éxito de la germinación de éstas. Diversos estudios han demostrado una relación directa 
entre el contenido de antioxidantes, incluidos los carotenoides, y el envejecimiento o estado 
vegetativo de las semillas (Pinzino, 1999; Galleschi et al., 2002).  
En las Figuras 122, 123 y 124 se muestra la evolución de los pigmentos 
carotenoides individuales presentes en los granos de las variedades de trigo duro 
estudiadas. Las Tablas A14 –A16 del Anexo incluye los valores medios y error estándar, 
junto con el análisis de significación estadística (test Duncan, p<0.05). El comportamiento 
de las tres variedades resultó concordante con la evolución del contenido carotenoide total. 
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De forma general, a 4°C se observó para todos los pigmentos el aumento anteriormente 
observado para el contenido carotenoide total, siendo en este caso, la variedad Claudio la 
que registró los mayores aumentos en todos los pigmentos durante el periodo de 
adaptación (30 días). Igualmente el descenso en concentración de los pigmentos resultó 
ser más acusado a 37°C, y en particular al final del periodo de almacenamiento (90 días), 
siendo para all-trans-luteína del orden del 37% en las variedades Don Pedro y Simeto 
respectivamente, y del 25% para la variedad Claudio. Con respecto a all-trans-zeaxanteno, 
éste experimentó un descenso del orden del 23% en las variedades Don Pedro y Simeto, y 
del 12% en Claudio. La fracción de carotenoides minoritarios, como los isómeros cis de 
luteína, experimentaron en las tres variedades unos descensos menores que para los 
demás pigmentos, dato que es consistente con el hecho de que durante el almacenamiento 
de frutos y vegetales uno de los cambios que ocurren con frecuencia es la isomerización de 
las formas trans en cis, compensando en cierta forma las pérdidas netas por degradación. 
Para las muestras de tritordeum, los cambios más significativos se observaron en el 
contenido de luteína libre (incluye all-trans-luteína, 9-cis-luteína y 13-cis-luteína) y en las 
formas esterificadas. En las Figuras 125, 126 y 127 se muestran las evoluciones de los 
distintos carotenoides individuales presentes en las líneas de tritordeum. Las Tablas A17 –
A19 del Anexo incluye los valores medios y el error estándar, junto con el análisis de 
significación estadística (test Duncan, p<0.05). En términos cuantitativos, todas las líneas 
de tritordeum experimentaron un aumento en las fracciones de monoésteres y diésteres de 
luteína con el consiguiente descenso en los niveles de luteína libre. Este aspecto se 
observa claramente en la Figura 128, la cual muestra las variaciones en las fracciones de 
luteína libre y esterificada en términos relativos (porcentuales). Resulta significativo el 
descenso de los niveles de all-trans-luteína a la temperatura de 37°C en un rango de 40-
60% con respecto a los niveles observados a 4° y 20°C. No obstante, dicho descenso 
estuvo acompañado de un aumento de las fracciones de luteína esterificadas. Para ambas 
fracciones, monoésteres y diésteres, el incremento más acusado se produjo a 37°C, lo que 
sugiere un efecto positivo y modulador de la temperatura sobre el proceso de esterificación 
de xantofilas. En general, la fracción de diésteres experimentó aumentos superiores que la 
fracción monoesterificada, siendo 6.99, 9.87 y 9.31 veces superior con respecto a los 
valores iniciales para HT630, HT621 y HT609 al final del periodo de almacenamiento a 
37°C, mientras que la fracción monoesterificada incrementó su concentración en 1.58, 2.33 
y 2.09 veces, respectivamente. Nuevamente se observó un progreso más amortiguado para 
la fracción de isómeros cis de luteína, lo cual corrobora la existencia de una pequeña tasa 
de isomerización de trans a cis que compensa la degradación neta. Finalmente, mencionar 
que -caroteno mostró en general una tendencia a la degradación, aunque su presencia a 
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niveles de traza dificultó su cuantificación y por lo tanto la evaluación adecuada de su 
comportamiento (Figuras 125, 126 y 127). 
Los resultados obtenidos concuerdan con estudios anteriores (Kaneko et al., 1995; 
Kaneko y Oyanagi, 1995) en los que también se pone de manifiesto la esterificación de 
luteína en cereales, aunque estos autores lo observan en trigos (distintos a las variedades 
aquí estudiadas), lo que implica que la esterificación está altamente influenciada y regulada 
por el genoma del trigo, siendo éste un factor importante a estudiar. El aumento progresivo 
en la esterificación de luteína, activado en una situación de estrés como es el aumento de 
la temperatura, es un mecanismo que confiere una mayor estabilidad a luteína, algo que se 
deduce de los menores valores de pérdidas respecto al contenido de carotenoides totales 
en tritordeum frente al de los trigos. La esterificación aumenta el carácter apolar de estas 
moléculas, facilitando su almacenamiento en estructuras de membrana o cuerpos lipofílicos 
que posibilitan una mayor protección frente a sistemas enzimáticos degradativos. Esta 
estabilidad resulta importante para conservar unos niveles óptimos de dicho carotenoide en 
tritordeum y ayuda a optimizar su uso como cereal funcional, mostrando una mayor 
adaptabilidad a las condiciones de almacenamiento a las que se someten los cereales. 
 
5.7.1. Evolución y estabilidad de las fracciones de luteína esterificada durante el 
almacenamiento en postcosecha de granos de tritordeum a distintas temperaturas.  
En base a lo anterior, resulta de interés analizar más en detalle la evolución de las 
distintas formas esterificadas de luteína en las líneas de tritordeum. En la Figuras 129, 130 
y 131 se muestran las correspondientes gráficas para los distintos monoésteres y diésteres 
identificados, sin distinguir los correspondientes estereoisómeros. En términos generales, y 
de una manera consistente con los resultados anteriormente expuestos, la evolución de las 
formas esterificadas de luteína a las distintas temperaturas cursa con un aumento 
progresivo, observándose para todos los casos un incremento muy acusado a 37°C al 
término del periodo de almacenamiento (90 días).  
De forma generalizada, se observa un mayor contenido de luteína monopalmitato 
que de luteína monolinoleato, del orden de 1.4 y 1.3 veces para HT621 y HT609, 
respectivamente, y de 1.6 veces para HT630. Estos datos sugieren nuevamente una mayor 
afinidad de los sistemas enzimáticos que llevan a cabo la esterificación por el ácido 
palmítico que por el ácido linoleico, siendo este último el más abundante en las semillas 
analizadas (ver apartado 5.3). Como ya se ha mencionado, estos resultados indican la alta 
selectividad del proceso de esterificación de xantofilas. Otro factor a tener en cuenta y que 
puede estar influyendo en los niveles encontrados de monoésteres son las reacciones de 
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peroxidación lipídica, que pudieran aumentar con la evolución del periodo de 
almacenamiento (Hildebrand, 1989). En este sentido, los ácidos grasos poliinsaturados 
como en este caso el ácido linoleico, son más susceptibles a la oxidación que los saturados 
como el palmítico. Las Figuras 132, 133 y 134 muestran el progreso de los niveles de los 
dos regioisómeros correspondientes a los monoésteres de luteína en las posiciones 3 y 3’ 
con ácido palmítico (luteína-3-O-palmitato y luteína-3’-O-palmitato) y linoléico (luteína-3-O-
linoleato y luteína-3’-O-linoleato), respectivamente. Llama especialmente la atención que 
con independencia de la variedad de tritordeum, el perfil de evolución de los dos 
regioisómeros para un determinado monoéster (monopalmitato o monolinoleato) fue similar 
a lo largo del periodo de almacenamiento, lo cual indicaría que la afinidad de las enzimas 
XAT involucradas en la esterificación no se ve modificada por la temperatura en lo que 
respecta a la posición preferente de esterificación en la molécula de luteína (posición 3 del 
anillo β). Este hecho se constata en la Tabla 22, donde se recogen las relaciones entre los 
regioisómeros (ratio 3/3`) en función del tiempo de almacenamiento y la temperatura, 
observándose una constancia en los valores de los ratios 3/3’ para cada monoéster. 
Aunque, se observó una tendencia a una ligera reducción de los valores de 3/3’ conforme 
aumentó la temperatura y el tiempo de almacenamiento. Estos datos están en consonancia 
con los mostrados con anterioridad en el apartado de caracterización. Así, la relación media 
entre los monoésteres en la posición 3 con respecto a la posición 3’ alcanzó valores de 4.3 
y 2.2 para luteína monolinoleato y luteína monopalmitato, respectivamente. Esto indicaría, 
que si bien los ésteres con ácido palmítico son siempre mayoritarios con respecto a los 
ésteres con ácido linoleico, la diferencia entre la afinidad por la posición 3 y 3’ de luteína es 
más acusada en los monoésteres con éste último ácido graso. 
Con respecto a la fracción de diésteres, luteína dipalmitato resultó ser el diéster más 
abundante en todas las líneas de tritordeum, seguido del heterodiéster luteína 
linoleatopalmitato, encontrándose el tercer diéster, luteína dilinoleato, en cantidades trazas, 
lo cual es concordante con la especificidad por el ácido palmítico que anteriormente se ha 
indicado y con el efecto de la oxidación de los dobles enlaces en el ácido linoleico que se 
deriva en una menor estabilidad. Los aumentos observados al final del periodo de 
almacenamiento (37°C y 90 días) fueron muy acusados (Figuras 129, 130 y 131), siendo 
para luteína dipalmitato del orden de dos veces en las líneas HT621 y HT609, y de una vez 
para HT630, en comparación con lo acontecido a 20°C. Los aumentos registrados para 
luteína linoleatopalmitato y luteína dilinoleato fueron más patentes para las líneas HT621 y 
HT609, mostrando incrementos de hasta cuatro veces en el contenido de luteína dilinoleato. 
Estos datos indican nuevamente que los procesos metabólicos relacionados con la síntesis 
de xantofilas esterificadas se inducen por acción de la temperatura en tritordeum. 
      




Tabla 22. Valores de la relación entre regioisómeros (ratio 3/3’) de luteína monopalmitato y 
monolinoleato durante el almacenamiento en postcosecha de granos maduros de tritordeum (HT630, 
HT621 y HT609). 
  
Ratio 3/3’ regioisómeros 
Luteína monolinoleato  




(días) 4°C 20°C 37°C  4°C 20°C 37°C 
HT630 Control 4.5 4.5 4.5  2.3 2.3 2.3 
 30 4.7 4.6 4.6  2.3 2.3 2.2 
 60 4.7 4.7 4.3  2.3 2.2 2.2 
 90 4.9 4.7 4.2  2.2 2.2 2.2 
         
HT621 Control 3.8 3.8 3.8  2.3 2.3 2.3 
 30 4.0 3.9 3.8  2.3 2.2 2.0 
 60 4.1 4.0 3.6  2.2 2.1 1.9 
 90 4.1 4.0 3.7  2.1 2.0 1.9 
         
HT609 Control 4.0 4.0 4.0  2.4 2.4 2.4 
 30 4.1 4.0 4.2  2.4 2.3 2.3 
 60 4.1 4.1 4.0  2.3 2.3 2.2 
 90 4.2 4.2 3.9 
 
2.3 2.2 2.1 
 
 
Al objeto de comprobar si la biosíntesis de los ésteres de luteína estuvo asociada 
con cambios en la composición de ácidos grasos, éstos se determinaron en todas las 
muestras de trigo duro y tritordeum a lo largo del periodo de almacenamiento. En la Figura 
135 se muestra el comportamiento que siguió el contenido total en ácidos grasos durante el 
almacenamiento a 4, 20 y 37°C, no observándose diferencias significativas entre ambos 
tipos de cereales. Cabe señalar, no obstante, el efecto de la temperatura sobre el contenido 
en ácidos grasos, observándose en todos los casos una tendencia al aumento de 
concentración conforme se incrementó la temperatura de almacenamiento, lo cual también 
coincide con el efecto observado sobre la síntesis de xantofilas esterificadas en tritordeum. 
De forma análoga, cuando se analizó la evolución del contenido de los ácidos grasos 
responsables de la esterificación de luteína en tritordeum, ácidos palmítico y linoleico, no se 
detectaron cambios que pudieran indicar variaciones en los mismos que difieran del resto 
de ácidos grasos (Figura 136). Evidentemente, al haber analizado el perfil de ácidos grasos 
totales resultará difícil encontrar variaciones significativas en ambos ácidos grasos que 
pudieran atribuirse a los cambios observados para las xantofilas esterificadas, siendo esto 
solo posible en caso de haber analizado las moléculas que actúan como donadoras de los 
ácidos grasos en el proceso de esterificación. Como ya se ha discutido con anterioridad, la 
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naturaleza de dichas moléculas donadoras es desconocidas hasta la fecha, aunque 
algunas evidencias apuntan a la participación de los MGDG y DGDG.  
En cualquier caso, a la vista de los resultados podemos afirmar que aunque no 
ocurre una síntesis acusada de ácidos grasos tampoco tiene lugar una degradación 
evidente de los mismos por concurso de enzimas degradativas (Clayton y Morrison, 1972), 
por lo que debe existir una redistribución y movilización de los ácidos grasos desde las 
moléculas donadoras hasta las xantofilas, proceso que se activa durante la maduración de 
las semillas de tritordeum, y continúa operativo a lo largo del periodo de almacenamiento 
de los granos, coincidiendo con la dormancia de las semillas. En relación a este último 
aspecto queda por esclarecer el papel del proceso de esterificación en este contexto.  
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Figura 120. Evolución del contenido carotenoide total (μg/g) presente en las variedades de trigo (Don 
Pedro, Simeto y Claudio) y en las líneas avanzadas de tritordeum (HT630, HT621 y HT609), durante 
el almacenamiento de las semillas a 4, 20 y 37°C. Los valores representados corresponden a la 
media y el error estándar de seis análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 121. Evolución del perfil cromatográfico de pigmentos carotenoides presentes en granos de 
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Figura 122. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-zeaxanteno, all-
trans-luteína, cis-luteína, -caroteno y -caroteno) presentes en los granos de la variedad Don Pedro 
de trigo duro, durante el almacenamiento de las semillas a 4, 20 y 37°C. Los valores representados 
corresponden a la media y el error estándar de seis análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
 
     










































































Figura 123. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-zeaxanteno, all-
trans-luteína, cis-luteína, -caroteno y -caroteno) presentes en los granos de la variedad Simeto de 
trigo duro, durante el almacenamiento de las semillas a 4, 20 y 37°C. Los valores representados 
corresponden a la media y el error estándar de seis análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
      







































































Figura 124. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-zeaxanteno, all-
trans-luteína, cis-luteína, -caroteno y -caroteno) presentes en los granos de la variedad Claudio de 
trigo duro, durante el almacenamiento de las semillas a 4, 20 y 37°C. Los valores representados 
corresponden a la media y el error estándar de seis análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 125. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres totales) 
presentes en los granos de la línea HT630 de tritordeum, durante el almacenamiento de las semillas 
a 4, 20 y 37°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de seis 
análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 126. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres totales) 
presentes en los granos de la línea HT621 de tritordeum, durante el almacenamiento de las semillas 
a 4, 20 y 37°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de seis 
análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 127. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres totales) 
presentes en los granos de la línea HT609 de tritordeum, durante el almacenamiento de las semillas 
a 4, 20 y 37°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de seis 
análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 128. Efecto de la temperatura (4, 20 y 37°C) sobre el grado de esterificación de luteína 
durante el almacenamiento de semillas de tritordeum (líneas HT630, HT621 y HT609). Para cada 
variedad, los datos expresan la contribución porcentual de cada fracción (libre, monoesterificada y 
diesterificada) en función de la temperatura y el tiempo de almacenamiento. Los valores 
representados corresponden a la media y el error estándar de seis análisis (n=6; tres bloques x 2 
determinaciones). 
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Figura 129. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes en los granos de la línea HT630 de tritordeum, durante el almacenamiento de las semillas 
a 4, 20 y 37°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de seis 
análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
      









































































Figura 130. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes en los granos de la línea HT621 de tritordeum, durante el almacenamiento de las semillas 
a 4, 20 y 37°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de seis 
análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 131. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes en los granos de la línea HT609 de tritordeum, durante el almacenamiento de las semillas 
a 4, 20 y 37°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de seis 
análisis (n=6; tres bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 132. Cambios en el contenido de regiosómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato durante el almacenamiento de granos de tritordeum (HT630) a 4, 20 y 37°C. Los 
valores representados corresponden a la media y el error estándar de seis análisis (n=6; tres 
bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 133. Cambios en el contenido de regiosómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato durante el almacenamiento de granos de tritordeum (HT621) a 4, 20 y 37°C. Los 
valores representados corresponden a la media y el error estándar de seis análisis (n=6; tres 
bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 134. Cambios en el contenido de regiosómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato durante el almacenamiento de granos de tritordeum (HT609) a 4, 20 y 37°C. Los 
valores representados corresponden a la media y el error estándar de seis análisis (n=6; tres 
bloques x 2 determinaciones). 
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Figura 135. Evolución del contenido total de ácidos grasos (μg/g) presente en las variedades de trigo 
(Don Pedro, Simeto y Claudio) y en las líneas avanzadas de tritordeum (HT630, HT621 y HT609) 
durante el almacenamiento en postcosecha de los granos a 4, 20 y 37°C. Los valores representados 
corresponden a la media y el error estándar de tres análisis (n=3). 
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Figura 136. Evolución del contenido (μg/g) en ácido palmítico y ácido linoleico en las líneas 
avanzadas de tritordeum (HT630, HT621 y HT609) durante el almacenamiento en postcosecha de 
los granos a 4, 20 y 37°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de 
tres análisis (n=3). 
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5.8. Estudio preliminar de evolución y estabilidad de pigmentos carotenoides durante el 
almacenamiento de harinas integrales de trigo duro y tritordeum. 
Al igual que los granos de cereal, las harinas producidas a partir de éstos son 
almacenadas durante periodos de tiempo más o menos prolongados. Aunque la 
conservación esta favorecida por el reducido contenido de agua, se han observado 
pérdidas importantes en el contenido de antioxidantes de las harinas durante el 
almacenamiento, lo cual parece estar favorecido por la acción de la luz, la temperatura y la 
humedad, cobrando especial importancia los procesos de degradación oxidativa tanto 
directa como mediada por enzimas (Hidalgo y Brandolini, 2008b). En el presente apartado, 
y al objeto de estudiar el efecto de la temperatura sobre el contenido de los pigmentos 
carotenoides, se prepararon harinas integrales a partir de granos de tres variedades de 
trigo duro (Don Pedro, Simeto y Claudio) y tritordeum (HT630, HT621 y HT609), y se 
almacenaron durante un periodo de 90 días a varias temperaturas (4, 20, 37 y 50°C). La 
Tabla 23 muestra la composición de partida de las muestras de harinas empleadas. 
La Figura 137 muestra la evolución del contenido en carotenoides totales (en la 
Tabla A20 del Anexo incluye los valores medios y error estándar, junto con el análisis de 
significación estadística (test Duncan, p<0.05) para cada variedad). Los resultados 
revelaron pérdidas importantes por degradación, alcanzándose los valores más reducidos 
de contenido carotenoide total a 50°C y al final del periodo de almacenamiento (90 días). 
Los valores medios de reducción del contenido carotenoide fueron del 83 % para tritordeum 
y del 94% para las harinas procedentes de trigos. Aunque existen pocos datos en la 
literatura sobre el comportamiento de este tipo de moléculas durante el almacenamiento de 
harinas de cereales, sin embargo, el estudio de la estabilidad de carotenoides durante el 
almacenamiento y procesado de alimentos ha cobrado desde hace mucho tiempo especial 
relevancia en el campo de la Tecnología de Alimentos. Son bien conocidos los trabajos 
pioneros de Livingston et al. (1968) en los que ya se describen pérdidas importantes de 
carotenoides, superiores al 50%, en harinas de frutos y vegetales como la alfalfa (Medicago 
sativa), y se destaca la importancia de la temperatura en dicho proceso. Los datos 
obtenidos son consistentes con el hecho de que la harina es un material más vulnerable a 
los cambios producidos por las condiciones de almacenamiento con respecto a las 
semillas, debido a la pérdida de compartimentación celular y al aumento de la superficie 
específica. Los carotenoides en los tejidos vegetales se encuentran estabilizados por 
asociaciones con proteínas, estructuras de membrana, etc. La alteración o disgregación de 
los tejidos puede provocar reducciones importantes por el efecto de la temperatura y por 
procesos oxidativos ya que el alto grado de instauraciones que presentan en su estructura 
los hace fácilmente oxidables. Así, el estrés oxidativo generado por las propias condiciones 
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de almacenamiento, incrementado con el transcurso del tiempo y con el aumento de la 
temperatura, la cual acelera las reacciones degradativas, provoca un aumento de radicales 
libres que también es directamente generado por sistemas enzimáticos entre los que 
destaca la acción de la enzima lipoxigenasa (linoleato oxígeno óxido reductasa, EC 
1.13.11.12). Lipoxigenasa cataliza la oxigenación esteroespecífica de los ácidos grasos 
poliinsaturados que contienen el sistema de dobles enlaces cis,cis-1,4-pentadieno, así 
como sus ésteres y glicéridos, para originar hidroperóxidos que posee una cadena con 
dobles enlaces cis/trans conjugados. El ácido linoleico (C18:2∆9,12), resulta ser el ácido 
graso para el que presenta mayor afinidad y el más estudiado (Mínguez Mosquera et al., 
1997; Trono et al., 1999). 
 
Tabla 23. Composición cualitativa y cuantitativa (μg/g*) de pigmentos carotenoides 
presentes en harinas integrales de trigo duro y tritordeum. 
 Tritordeum Trigo 
Pigmento** HT630 HT621 HT609 Don Pedro Simeto Claudio 
All-trans-Zeaxanteno - - - 0.205±0.017a 0.144±0.024b 0.167±0.006c 
All-trans-Luteína 7.983±0.188a 7.597±0.438a 6.996±0.404
b
 1.003±0.097a 0.778±0.092b 0.888±0.041c 
9-cis-Luteína 0.412±0.006a 0.353±0.014b 0.326±0.011
c
 0.074±0.007a 0.055±0.008b 0.064±0.002a 
13-cis-Luteína 0.620±0.005a 0.617±0.022a 0.560±0.023
b
 0.124±0.011a 0.083±0.014b 0.107±0.004a 
Luteína monolinoleato 1.018±0.019a 0.418±0.048b 0.541±0.028
c
 - - - 
Luteína monopalmitato 1.556±0.031a 1.006±0.054b 1.232±0.058
c
 - - - 
Luteína linoleatopalmitato 0.208±0.003a 0.040±0.005b 0.071±0.003
c
 - - - 
Luteína dipalmitato 0.198±0.008a 0.069±0.007b 0.112±0.010
c
 - - - 
Luteína dilinoleato 0.040±0.006a 0.008±0.001b 0.010±0.001
b
 - - - 




 0.029±0.001a 0.024±0.004b 0.027±0.001c 
Luteína total 12.034±0.256a 10.109±0.579b 9.849±0.528
b
 1.202±0.113a 0.916±0.111a 1.058±0.047a 
Carotenoides totales 12.115±0.260a 10.193±0.584b 9.952±0.533
b
 1.449±0.132a 1.091±0.139a 1.272±0.055a 
Monoésteres totales 2.574±0.050a 1.424±0.100b 1.773±0.086
c
 - - - 
Diésteres totales 0.446±0.011a 0.117±0.012b 0.193±0.011
c
 - - - 
Esteres totales 3.019±0.060a 1.541±0.110b 1.966±0.091
c
 - - - 
*La tabla representa los valores medios y la desviación estándar para cuatro replicados. 
**Para cada pigmento, y con respecto a cada tipo de muestra (trigo duro o tritordeum), los valores que muestran 
distinto superíndice presentan diferencias significativas (test Duncan, p<0.05). 
 
 
El concurso de la enzima lipoxigenasa en el sistema analizado en este trabajo 
resulta fácilmente explicable debido no solo a que dicha enzima se encuentra 
extensamente distribuida en cereales (Borrelli et al., 1999), sino también a la presencia de 
su principal sustrato el ácido linoleico, que resulta además el más abundante en la 
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composición de ácidos grasos de las semillas sometidas a estudio. Por otro lado, la 
disgregación de los granos de cereal durante la obtención de las harinas, y la consecuente 
pérdida de compartimentación tisular y celular, facilita el contacto entre estos sistemas 
enzimáticos y sus sustratos aumentando las posibilidades de éxito de dichas reacciones 
enzimáticas. Además las condiciones ensayadas en el presente trabajo, como es el 
aumento de temperatura, aceleran dichas reacciones, pero aunque no se trate de una 
enzima excesivamente lábil a los tratamientos térmicos, es predecible que a la temperatura 
de 50°C lipoxigenasa tenga reducida su actividad. En cualquier caso, el efecto directo de 
los radicales libres sobre los carotenoides provoca la rotura de la cadena de polieno 
originando productos apocarotenoides de cadena corta, cetonas y epóxidos (Britton y 
Hornero-Méndez, 1997; Sandmann et al., 2006). Cabe mencionar que en los 
cromatogramas correspondientes al análisis de carotenoides en muestras mantenidas a 37 
y 50°C se observó la presencia de productos de degradación de carotenoides (compuestos 
con mayor polaridad y cromóforo más corto), siendo su presencia más relevante con el 
transcurso del tiempo de almacenamiento.  
De manera similar a lo observado durante los experimentos de conservación en 
postcosecha de granos, los carotenoides en tritordeum mostraron una mayor estabilidad 
que en trigo, amortiguándose más los cambios a las temperaturas de 4, 20 y 37°C (Figura 
137). Por el contrario, en las variedades de trigo duro el aumento de la temperatura se 
tradujo directamente en una degradación más acusada de los carotenoides, alcanzándose 
a 37°C descensos del orden del 78%. Esta diferencia puede ser atribuida no solo al mayor 
contenido inicial de carotenoides en tritordeum, sino más bien a la esterificación de luteína 
con ácido grasos. Hay que hacer notar que mientras en los experimentos de 
almacenamiento de granos coexistían al mismo tiempo fenómenos de síntesis y 
catabolismo, en el caso de la harina es esperable que solo intervengan procesos 
catabólicos, de naturaleza físico-química y/o enzimática, que se vean acelerados por efecto 
de la temperatura. En la Figura 138 se muestra la evolución de los perfiles cromatográficos 
obtenidos para las harinas de tritordeum (HT621) y trigo duro (Don Pedro) durante el 
almacenamiento.  
 
      


















































































Figura 137. Evolución del contenido carotenoide total (μg/g) presente en harinas integrales de trigo 
(variedades Don Pedro, Simeto y Claudio) y tritordeum (variedades HT630, HT621 y HT609), 
durante el almacenamiento de harinas a 4, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a 
la media y el error estándar de tres análisis. 
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Figura 138. Evolución del perfil cromatográfico de pigmentos carotenoides presentes en harinas 
integrales de tritordeum (HT621) y trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 
50°C. 
 
Estas observaciones son congruentes con los datos encontrados para la evolución 
de la composición en carotenoides individuales. Las Figuras 139, 140 y 141 muestran los 
cambios producidos en el contenido de all-trans-zeaxanteno, all-trans-luteína, cis-luteína, -
caroteno y -caroteno en las variedades de trigo duro estudiadas (en la Tablas A21-A23 del 
Anexo se incluyen los valores medios y el error estándar, junto con el análisis de 
significación estadística (test Duncan, p<0.05) para cada variedad). En general, la variedad 
Don Pedro fue la que exhibió una degradación más progresiva para cada uno de los 
carotenoides en función de la temperatura, y las dos restantes variedades (Claudio y 
Simeto) presentaron un descenso ligeramente más amortiguado a las temperaturas 4 y 
20°C, aunque las pérdidas en estas variedades al final del periodo de almacenamiento 
(temperatura 50°C y 90 días) fueron más acusadas, llegando incluso a la desaparición de α 
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y β-caroteno. Estos descensos ponen también de manifiesto la propia actividad 
antioxidante de los carotenoides en la eliminación de los radicales libres que se deben 
generar durante el periodo de almacenamiento, siendo -caroteno uno de los carotenoides 
más susceptible a la oxidación (Sandmann et al., 2006). 
Con respecto al análisis de carotenoides individuales en las líneas de tritordeum 
(Figuras 142, 143 y 144; Tablas A24-A26), la evolución de all-trans-luteína, cis-luteína y -
caroteno siguió un claro patrón de degradación en función del tiempo y la temperatura, 
observándose descensos del 93% al final del periodo de almacenamiento. Por el contrario, 
la pauta de evolución general para las fracciones de ésteres de luteína (monoésteres y 
diésteres) fue más conservativa, mostrando menores pérdidas que para luteína libre, del 
orden del 50%, lo que refleja nuevamente una mayor estabilidad de las formas esterificadas 
frente a las condiciones de almacenamiento ensayadas. Esta conclusión se deduce 
claramente cuando se observa la evolución relativa de las fracciones libres, 
monoesterificadas y diesterificadas (Figura 145), apreciándose como el descenso de 
luteína libre se contrarresta con el aumento de las formas esterificadas, siendo más 
acusada para diésteres, indicando una mayor estabilidad de los mismos, lo que finalmente 
se traduce a efectos globales en unos descensos más amortiguados y en las menores 
pérdidas de carotenoides que finalmente se han registrado. 
El análisis de las fracciones de luteína esterificada en harinas resultó más complejo 
que en los granos debido a que se trata de un material más vulnerable a las condiciones de 
ensayo, lo cual se pone marcadamente de manifiesto en las muestras mantenidas a 37 y 
50°C. No obstante, el análisis detallado de la evolución de dichas fracciones puede arrojar 
datos importantes sobre el fenómeno de la esterificación y su relación con la estabilidad. En 
las Figuras 146, 147 y 148, se muestra la evolución individualizada de los ésteres de luteína 
en las harinas de tritordeum. De forma general, se observa una tendencia a la degradación 
de la fracción de monoésteres más acusada que para la fracción de diésteres, que incluso a 
veces presenta incrementos de concentración. Con respecto a la fracción de monoésteres, 
para las tres líneas de tritordeum, los niveles de luteína monopalmitato resultaron ser más 
elevados que los de monolinoleato, en torno a 1.4, 1.2 y 1.5 veces para HT621, HT609 y 
HT630, respectivamente, guardando bastante similitud con los datos obtenidos para 
granos. En todos los casos, a 50°C se observaron descensos en la fracción de 
monoésteres que coincidieron con aumentos en la fracción de las formas diesterificadas, lo 
que indicaría que dichos aumentos en los diésteres ocurren a expensas de los 
monoésteres, sugiriendo la posible participación de enzimas tipo lipasas, que inducidas por 
las condiciones del ensayo, catalizarían la formación de éstos ésteres mediante una ruta 
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metabólica distinta a la que opera in vivo. Este extremo deberá ser confirmado en futuros 
ensayos. Dentro de la fracción de diésteres, luteína dipalmitato fue el más abundante 
excepto para HT630 en el que el contenido de luteína linoleatopalmitato es 
aproximadamente 4.8% superior. En las tres líneas de tritordeum luteína dilinoleato se 
encontró en cantidades trazas. Los aumentos registrados a las temperaturas de 37 y 50°C 
resultaron ser más acusados para el caso de luteína dilinoleato, siendo de 5 veces para 
HT621, 4.5 veces para HT609 y de 3 veces para HT630. De manera análoga, cuando se 
analizó el comportamiento de los regioisómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato (Figuras 149, 150 y 151) se observaron incrementos de concentración para 
los monoésteres con ácido linoléico durante las primera mitad del almacenamiento a las 
temperaturas más elevadas (37 y 50°C), destacando el monoester en la posición 3’ (luteína-
3’-O-linoleato). Cabe señalar que éste último es el monoéster que se encuentra en menor 
concentración en los granos de tritordeum, lo que apoya que la actividad esterificante 
involucrada en estas transformaciones en harina se deba al concurso de enzimas 
diferentes de las que operan de forma natural en los granos. Una observación interesante, y 
que debe ser destacada, fue la aparición de ésteres de luteína en las muestras de harinas 
de trigo duro, especialmente a las temperaturas más altas. Los niveles de trazas impidieron 
su correcta cuantificación, pero ponen de manifiesto que este proceso de esterificación en 
harinas se da en ambos tipos de cereal. 
La relación de interacción entre ácido graso y pigmento no solo podría implicar una 
protección para los propios carotenoides, como ya se ha apuntado, sino además para los 
ácidos grasos, ya que existen lipoxigenasas, como es la tipo 1 (Lox-1), específicas para 
ácidos grasos no esterificados (Trono et al., 1999). En este sentido, el contenido de 
carotenoides presente en los cereales y en sus productos derivados tiene implicaciones 
también para preservar a dichos cultivos de la oxidación lipídica ya que los hidroperóxidos 
resultantes de la actividad de lipoxigenasa contribuyen a la formación de muchos 
compuestos volátiles, como aldehídos y cetonas, que son los responsables tanto del flavor 
deseable de los vegetales, asociados con el metabolismo normal de la planta como del 
flavor (“off-flavour”) no deseable que se produce después de la recolección y durante el 
almacenamiento o procesado en general de los vegetales (Mínguez-Mosquera et al., 1997). 
Así mismo de forma general, el contenido en otros antioxidantes como tocoferoles (Hidalgo 
y Brandolini, 2008), pueden presentar un efecto protector o sinergista contribuyendo 
finalmente a una mayor estabilidad de harinas y en definitiva de cereales almacenados. 
La Tabla 24 resume los datos de contante de velocidad (k) y de vida media (t1/2) 
obtenidos tras ajustar los datos de contenido carotenoide total a un modelo cinético de 
primer orden, ya que a priori éste parece el más indicado según el perfil exponencial de las 
      
Resultados y Discusión 
271 
 
variaciones de concentración observadas (Figuras 137). Como se puede observar a 
temperaturas bajas o moderadas, la velocidad de degradación de los pigmentos fue 
bastante similar para las harinas de ambos cereales. Por el contrario, a temperaturas más 
elevadas las diferencias fueron muy marcadas, mostrando los trigos velocidades de 
degradación cercanas al doble con respecto a tritordeum, lo que deriva en tiempos de vida 
media significativamente menores. Sin lugar a dudas, la presencia destacada de ésteres de 
luteína en tritordeum debe mediar un papel importante en la mayor estabilidad de los 
pigmentos en tritordeum. 
 
Tabla 24. Constante de velocidad (k; días
-1
) y tiempo de vida media (t1/2; días) para el contenido total 
carotenoide en harinas integrales de trigo duro y tritordeum almacenadas a diferentes temperaturas 




Don Pedro Simeto Claudio 
 k (días
-1
) t1/2 (días) k (días
-1
) t1/2 (días) k (días
-1
) t1/2 (días) 
4 0.007 93 0.007 95 0.007 87 
20 0.008 85 0.008 83 0.008 85 
37 0.015 45 0.017 41 0.016 42 
50 0.028 24 0.039 18 0.035 20 




HT630 HT621 HT609 
 k (días
-1
) t1/2 (días) k (días
-1
) t1/2 (días) k (días
-1
) t1/2 (días) 
4 0.007 95 0.008 96 0.007 97 
20 0.007 96 0.007 79 0.007 92 
37 0.010 70 0.009 72 0.009 77 
50 0.019 35 0.016 43 0.017 41 
 
El estudio comparativo de la evolución de carotenoides durante el almacenamiento 
de granos y harinas arroja diferencias importantes, mostrando pérdidas bastantes más 
acusadas para las harinas, y siendo éstas más importantes para trigos que para tritordeum. 
Los datos presentados aquí concuerdan con el hecho de que la semilla es un sistema vivo, 
poniéndose de manifiesto el papel de la esterificación como un mecanismo que proporciona 
estabilidad a las xantofilas y que es activado en condiciones de estrés. En cualquier caso 
las condiciones de almacenamiento claramente afectan a la estabilidad y por tanto al 
contenido de carotenoides de cereales, siendo el aumento de la temperatura uno de los 
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factores más determinantes junto con el estrés oxidativo. Los resultados obtenidos en este 
estudio preliminar indican la necesidad de efectuar experimentos con tiempos de 
almacenamientos más prolongados que permitan realizar un estudio pormenorizado del 
efecto sobre los pigmentos, así como determinar los parámetros cinéticos que caractericen 
los procesos de degradación y posibiliten la estimación de la vida útil del producto. 
      




























































Figura 139. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-zeaxanteno, all-
trans-luteína, cis-luteína, -caroteno y -caroteno) presentes en la harina de la variedad Don Pedro 
de trigo duro, durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 50°C. Los valores representados 
corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
     
































































Figura 140. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-zeaxanteno, all-
trans-luteína, cis-luteína, -caroteno y -caroteno) presentes en la harina de la variedad Simeto de 
trigo duro, durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a 
la media y el error estándar de tres análisis. 
      


































































Figura 141. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-zeaxanteno, all-
trans-luteína, cis-luteína, -caroteno y -caroteno) presentes en la harina de la variedad Claudio de 
trigo duro, durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a 
la media y el error estándar de tres análisis. 
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Figura 142. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres totales) 
presentes en harinas de la línea HT630 de tritordeum, durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 50°C. 
Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
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Figura 143. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres totales) 
presentes en harinas de la línea HT621 de tritordeum, durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 50°C. 
Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
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Figura 144. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres totales) 
presentes en harinas de la línea HT609 de tritordeum, durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 50°C. 
Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
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Figura 145. Efecto de la temperatura (4, 20 37 y 50°C) sobre el grado de esterificación de luteína 
durante el almacenamiento de harinas de tritordeum (líneas HT630, HT621, HT609). Para cada 
variedad, los datos expresan la contribución porcentual de cada fracción (libre, monoesterificada y 
diesterificada) en función de la temperatura y el tiempo de almacenamiento. 
     






































































Figura 146. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes en la harina de la línea HT630 de tritordeum, durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 
50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
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Figura 147. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes en la harina de la línea HT621 de tritordeum, durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 
50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
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Figura 148. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes en la harina de la línea HT609 de tritordeum, durante el almacenamiento a 4, 20, 37 y 
50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
      



































































Figura 149. Cambios en el contenido de regioisómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato durante el almacenamiento de harinas integrales de tritordeum (HT630) a 4, 20, 37 y 
50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
     






































































Figura 150. Cambios en el contenido de regioisómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato durante el almacenamiento de harinas integrales de tritordeum (HT621) a 4, 20, 37 y 
50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
      



































































Figura 151. Cambios en el contenido de regioisómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato durante el almacenamiento de harinas integrales de tritordeum (HT609) a 4, 20, 37 y 
50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis. 
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5.9. Efecto del almacenamiento prolongado sobre el contenido y estabilidad de los 
pigmentos carotenoides presentes en granos y harinas integrales de trigo duro y tritordeum.  
Las experiencias de almacenamiento que se describen a continuación tienen como 
objetivo valorar fenómenos de degradación termooxidativa de pigmentos carotenoides, así 
como la influencia de su estructura química en dicho proceso, bajo condiciones de 
temperatura controlada y tiempo prolongado. Esto permitirá contrastar los resultados y 
afianzar las conclusiones derivadas de las experiencias preliminares de almacenamiento en 
postcosecha. Para tal fin se seleccionó una variedad de trigo duro (Don Pedro) y una línea 
avanzada de tritordeum (HT621). Tanto los granos, como sus respectivas harinas, fueron 
expuestos durante un periodo de 12 meses a un amplio rango de temperaturas (-32, 6, 20, 
37 y 50°C), incluyendo éste las condiciones habituales a las que los granos de cereal, y sus 
harinas, pueden estar sometidos en situaciones de almacenamiento a escala industrial. La 
comparación entre el comportamiento de los pigmentos en los granos y las harinas 
determinará la influencia y efecto del procesado sobre la estabilidad de los mismos en 
ambos cereales. Este trabajo aborda por primera vez el estudio detallado y a largo plazo de 
la estabilidad de los pigmentos carotenoides en tritordeum, el cual se complementa con el 
análisis de los parámetros cinéticos que caracterizan el proceso de degradación de 
pigmentos.  
 Tal y como se describió en la sección de Materiales y Métodos, las muestras de 
granos de cereal procedían de la colección del IAS-CSIC, habiendo estado conservadas a 
4°C hasta el inicio de las experiencias y asegurando de este modo la total madurez de las 
mismas. Aunque se trata de las mismas variedades que fueron analizadas en las 
experiencias postcosecha, al provenir de otra campaña y condiciones de cultivo y 
almacenamiento éstas presentan diferencias cualitativas, y fundamentalmente 
cuantitativas, relativas a la composición de pigmentos carotenoides que serán descritas en 
el siguiente apartado. Dichas diferencias, como se ha introducido con anterioridad, no son 
más que un mero reflejo de la versatilidad del metabolismo de las semillas de cereales en 
cuanto a la adaptación a las prácticas de cultivo, condiciones climáticas, posterior 
almacenamiento, y del estado de madurez en la que éstas se encuentran (Chirinos et al., 
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5.9.1. Composición cualitativa y cuantitativa de pigmentos carotenoides en granos de trigos 
duros y tritordeum sometidos a almacenamiento prolongado. 
La composición observada para ambos tipos de cereales se encuentra en 
consonancia con los datos anteriormente mostrados en la presente memoria, así como con 
estudios previos (Atienza et al., 2007b), siendo el contenido medio en carotenoides totales 
cinco veces superior en tritordeum (línea HT621) con respecto a trigo duro (Don Pedro). En 
la Tabla 25 se detalla la composición carotenoide de los granos sometidos a estudio.  
El perfil encontrado en tritordeum no supone modificación alguna a lo anteriormente 
expuesto, siendo el pigmento mayoritario all-trans-luteína (4.18 µg/g), sus isómeros 9- y 13- 
cis (0.19 y 0.30 µg/g, respectivamente), así como las formas esterificadas de la misma (3.05 
µg/g), dando cuenta del 99% del contenido en carotenoides totales. Adicionalmente, una 
pequeña proporción de β-caroteno (1%; 0.07 µg/g) estuvo presente. La fracción de luteína 
esterificada representó el 39.5%, siendo la fracción de monoésteres superior a la de 
diésteres. En la Tabla 26 se muestra la composición relativa entre las formas libres y 
esterificadas para los granos de ambas especies de cereales. La Tabla 27 detalla la 
composición porcentual de las fracciones de monoésteres (incluyendo los regioisómeros) y 
diésteres, así como los respectivos ratios correspondientes a los regioisómeros de los 
mismos (ratio 3/3’). Para ambos tipos de monoésteres los regioisómeros esterificados en 
posición 3 fueron los más abundantes. Con respecto a la fracción de diésteres cuya 
presencia fue solo atribuible a tritordeum, el mayoritario fue el diéster mixto luteína (luteína 
linoleatopalmitato) que alcanzó el 44%, seguido de luteína dipalmitato (42%) y por último 
luteína dilinoleato (14%). Con carácter general, podemos decir que dentro de ambos 
grupos, monoéster y diéster, fueron los pigmentos esterificados con ácido palmítico (C16:0) 
los más abundantes. La caracterización de la composición de regioisómeros del diéster 
mixto (luteína linoleatopalmitato) no pudo determinarse al realizar el análisis cromatográfico 
mediante el uso de fase reversa C18. 
Con respecto a los granos de trigo duro, estos si presentaron diferencias frente a lo 
observado en el periodo postcosecha, apuntando como característica más relevante la 
presencia de monoésteres de luteína. No obstante, cabe señalar que esta fracción 
esterificada representó tan solo 3.2% del contenido carotenoide total, no alcanzando la tasa 
de esterificación que presenta tritordeum (Tabla 26). La existencia en este caso de ésteres 
estaría indicando que no solo el componente genético es determinante del perfil 
carotenoide, sino que el factor ambiental también lo es, en particular las condiciones y el 
tiempo de almacenamiento junto con el estado de madurez de los granos (Kaneko et al., 
1995; Hidalgo et al., 2009a). En determinados frutos como es el caso del pimiento se ha 
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observado un incremento en el grado de esterificación de las xantofilas durante los 
procesos de maduración (Mínguez-Mosquera y Hornero-Méndez, 1994b). Como es habitual 
en cereales, all-trans-luteína constituyó el pigmento mayoritario, representando el 92% del 
contenido total de carotenoides (1.11 µg/g), seguido de all-trans-zeaxanteno en un 6% 
(0.08 µg/g) y finalmente all-trans-β-caroteno en un 2% (0.02 µg/g) (Tabla 25). Como 
aspecto también diferenciador, se debe apuntar que no fue posible llevar a cabo una 
cuantificación de all-trans- -caroteno, debido no solo a los bajos niveles presentes en las 
muestras, sino también a la coelución con monoésteres de luteína en esa zona del 
cromatograma. La composición porcentual de los correspondientes regioisómeros de 
monoéster en las muestras de trigo (Tabla 27), indicó también una abundancia de luteína 
monopalmitato frente a luteína monolinoleato, así como la presencia tres veces superior de 
luteína-3-O-palmitato con respecto a luteína-3’-O-palmitato. 
 
5.9.2. Evolución del contenido y composición de pigmentos carotenoides durante el 
almacenamiento prolongado de granos de trigo duro y tritordeum. 
El análisis de los pigmentos carotenoides totales, libres más esterificados, en los 
granos de ambos tipos de cereales, trigo duro (Don Pedro) y tritordeum (HT621), resultó ser 
bastante similar y concordante con otros estudios de estabilidad de carotenoides en 
alimentos, en los que se aborda el estudio de xantofilas libres y esterificadas (Schweiggert 
et al., 2007). La Figura 152 representa la evolución del contenido carotenoide total durante 
el almacenamiento prolongado de ambos cereales. La Tabla A27 del Anexo incluye los 
valores medios y el error estándar para cada cereal junto con el análisis de significación 
estadística (test de Duncan, p<0.05). Las variables impuestas, temperatura y tiempo, 
afectaron claramente sobre el contenido global de pigmentos, produciéndose una 
disminución progresiva y cada vez más acusada conforme aumentaron ambas. Sin 
embargo, la comparación entre ambos tipos de cereales permite advertir, en una primera 
aproximación, un comportamiento más estable de los pigmentos en tritordeum. Las 
pérdidas al final del almacenamiento a las temperaturas de -32, 6 y 20°C fueron similares 
en ambos cereales, mientras que las atribuidas a las dos temperaturas superiores, 37 y 
50°C, si mostraron diferencias. Así, en los granos mantenidos a 50°C se alcanzaron valores 
del 99 y 77% de pérdida de pigmentos para trigo duro y tritordeum, respectivamente, al final 
del periodo de almacenamiento. Además, cabe señalar que la desaparición casi total (99%) 
de pigmentos en los granos de trigo duro conservados a 50°C fue observada a partir del 
décimo mes, mientras que en las mismas condiciones los granos de tritordeum aún 
mantienen el 19% del contenido inicial de pigmentos. En la Figura 153 se muestra el 
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registro de temperaturas impuestas durante el periodo de almacenamiento. La Figura 154 
describe la evolución de los perfiles cromatográficos que se obtuvieron para granos de 
tritordeum y trigo duro durante el almacenamiento de doce meses.  
La existencia ésteres de luteína (monoésteres) en los granos de trigo duro 
empleados en este experimento permitió realizar una comparación entre el comportamiento 
de las formas libres y las esterificadas a lo largo del periodo de almacenamiento. No 
obstante, se debe indicar de nuevo que la tasa de esterificación de luteína en trigo duro no 
es comparable a la de tritordeum, siendo del orden de unas 12 veces superior en este 
último (Tabla 26). En cualquier caso este aspecto permitirá una mayor confirmación de la 
estabilidad que confiere la esterificación a los pigmentos carotenoides y será abordado a 
continuación.  
La evolución de los pigmentos carotenoides libres individuales (Figura 155) siguió la 
misma pauta descrita para el contenido carotenoide total, los cuales desaparecieron por 
completo a partir del décimo mes de almacenamiento a 50°C. La Tabla A28 del Anexo 
incluye los valores medios, el error estándar y el análisis de significación estadística (test de 
Duncan, p<0.05). Las temperaturas -32 y 6°C presentaron un comportamiento similar para 
todos los pigmentos, constituyendo las condiciones térmicas más suaves del 
almacenamiento. Esta similitud resulta contradictoria ya que las pérdidas a -32°C eran 
esperables que fueran menores. Un efecto similar ha sido descrito Craft y Wise (1993), los 
cuales no encuentran diferencias significativas en la concentración de luteína cuando las 
muestras fueron almacenadas a -80, -20 y 4°C durante el mismo periodo de tiempo. El 
registro de temperaturas a lo largo del experimento (Figura 153) indica que ambas 
temperaturas, al igual que el resto, no experimentaron fluctuaciones que pudieran estar 
repercutiendo en tales resultados. En general la estabilidad de los pigmentos carotenoides, 
bien en extractos concentrados o formando parte del propio alimento, aumenta con el 
descenso de la temperatura siendo (Craft y Wise, 1993; Britton y Khachik, 2009; Cerón-
García et al., 2010). Para el caso de all-trans-luteína, trascurrido el periodo de 
almacenamiento, se registraron descensos a -32 y 6°C del 24 y 28%, respectivamente, y de 
manera análoga las pérdidas de all-trans-zeaxanteno a ambas temperaturas fueron del 21 y 
25%, respectivamente. En concordancia con lo observado para carotenoides totales, la 
degradación fue más acusada a 37 y 50°C, con valores del 79% para all-trans-luteína y del 
62% para all-trans-zeaxanteno al final del periodo de almacenamiento. Únicamente a 50°C 
se observó la desaparición total para dichos pigmentos. Con respecto a los pigmentos 
minoritarios, β-caroteno presentó descensos similares para todas las temperaturas 
ensayadas a los indicados para los dos pigmentos más abundantes, a excepción la pérdida 
del 10% registrada a -32°C. Los isómeros cis de luteína, al igual que se observó en el 
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periodo postcosecha de los granos, experimentaron mermas más amortiguadas al estar 
favorecida la isomerización cis-trans con la temperatura. La isomerización geométrica es 
junto con la oxidación, por vía enzimática y no enzimática, las principales alteraciones que 
afectan a los pigmentos carotenoides cuando éstos son expuestos a tratamientos térmicos 
o durante el almacenamiento y procesado de los alimentos. Este aspecto está ampliamente 
recogido en la literatura (Shi y Le Maguer, 2000; Marx et al., 2003; Pott et al., 2003; Aman 
et al., 2005a; Schieber y Carle, 2005; Britton y Khachik, 2009), cobrando especial atención 
los estudios sobre isomerización cis/trans de licopeno y β-caroteno debido a las 
propiedades antioxidantes del primero y al carácter de provitamina A del segundo. Los 
trabajos sobre isomerización cis/trans de otros carotenoides como luteína y zeaxanteno son 
cada vez más patentes debido al papel de éstos en la prevención de enfermedades 
oculares (Humphries y Khachik, 2003; Updike y Schwartz, 2003; Aman et al., 2005a), 
aunque los análisis de cereales siguen siendo bastantes escasos a tal efecto. 
Respecto a la evolución de las formas monoesterificadas de luteína, se observó un 
comportamiento claramente diferenciado al de los pigmentos libres conforme progresó el 
almacenamiento (Figura 155), el cual pueden ser atribuidos a la propia naturaleza de la 
esterificación. El estado físico en el que se encuentran los carotenoides dentro de la matriz 
alimentaria y la naturaleza de la misma (Britton et al., 2002), junto con la estructura química 
que presentan (Pérez-Gálvez y Mínguez-Mosquera, 2002a; Schweiggert et al., 2007; Mertz 
et al., 2010) son dos factores determinantes del comportamiento y estabilidad de los 
mismos durante el almacenamiento o procesado de los alimentos. El análisis de 
monoésteres resultó complejo debido a los bajos niveles de dichos pigmentos en las 
muestras de trigo duro, aunque permite visualizar unas tendencias generales hacia unas 
pérdidas menos acusadas y más amortiguadas, existiendo un comportamiento similar entre 
las temperaturas -32, 6, 20 y 37°C, y registrándose finalmente a la temperatura de 50°C 
descensos del 75% al final del almacenamiento que contrastan con el 100% observado 
para los pigmentos libres. Esto confirma el papel protector que ejerce la esterificación sobre 
los pigmentos con respecto a la temperatura lo que repercute en una mayor retención de 
los mismos con el transcurso del tiempo, existiendo al final del almacenamiento y para las 
condiciones térmicas más extremas solo presencia de monoésteres de luteína en las 
muestras de trigo duro. El comportamiento a 37°C fue muy llamativo, sugiriendo el 
concurso de dos procesos claramente diferenciados y contrapuestos, biosíntesis y 
degradación. La competencia entre ambos hace que el efecto resultante sea una 
amortiguación de los fenómenos degradativos, produciéndose pérdidas de tan solo el 25% 
para dicha temperatura. Los fenómenos sintéticos fueron ya observados y descritos 
anteriormente en los experimentos de almacenamiento en postcosecha de granos de 
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tritordeum, manifestándose como aumentos de luteína esterificada a expensas de la libre, 
siendo éstos muy acusados a 37°C al final de tres meses de almacenamiento. Durante 
almacenamientos y tratamientos postcosecha de los frutos, en especial durante las 
primeras etapas, es habitual observar aumentos manifiestos del contenido de carotenoides 
y sus ésteres, siendo este fenómeno dependiente del estadio de desarrollo y maduración 
de los frutos. Este efecto ha sido previamente descrito por otros autores en cultivos como 
patata y otros tubérculos (Morris et al., 2004; Chirinos et al., 2007; Griffiths et al., 2007), 
judías verdes (Monreal et al., 1999), melocotón (Caprioli et al., 2009), etc. Los datos 
obtenidos permiten corroborar que el proceso de esterificación es un proceso modulado por 
la temperatura a la vez que se apunta a la temperatura 37°C (de las ensayadas) como una 
temperatura clave en tal proceso en la que la reacción de esterificación parece acelerarse. 
La temperatura es un factor relevante que influye de manera relevante en la biosíntesis y 
metabolismo de los carotenoides (Gross, 1987). La Figura 156 muestra la evolución del 
contenido relativo de las formas libres y esterificadas durante el almacenamiento 
prolongado de los granos de trigo duro, siendo concordante con lo descrito anteriormente. 
Con respecto a tritordeum el análisis de los pigmentos en estado, tanto libre como 
esterificado, fue similar a lo comentado anteriormente para trigo duro, siguiendo el mismo 
patrón degradativo en función de la temperatura (Figura 157). La Tabla A29 del Anexo 
incluye los valores medios y error estándar, junto con el análisis de significación estadística 
(test de Duncan, p<0.05). No obstante, destacar que los efectos a 50°C, para los 
carotenoides libres en los últimos meses del almacenamiento (meses 10 a 12), no fueron 
tan acusados con respecto a los observados en trigo duro. Una excepción lo constituyó β-
caroteno, que solo pudo ser cuantificado hasta el séptimo mes. Esto podría indicar que β-
caroteno es un carotenoide más termolábil que all-trans-luteína. Este dato es consistente 
con otros trabajos en los que se indica a α- y β-caroteno, junto con licopeno, como 
pigmentos más sensibles a las condiciones de almacenamiento o procesos 
termooxidativos, advirtiendo una diferencia de estabilidad en función de la estructura del 
carotenoide (Henry et al., 1998; Tang y Chen, 2000). Los isómeros cis- nuevamente 
reflejaron, dentro del conjunto de pigmentos libres, los descensos más suaves con respecto 
a las temperaturas -32, 6, 20 y 37°C. El comportamiento de dichos pigmentos, a ésta última 
temperatura, es destacable registrándose pérdidas de tan sólo del 46%. Se visualizaron 
además aumentos transcurrido el primer mes a 37 y 50°C, concordantes con la tasa de 
isomerización cis-trans promovida por el efecto de tratamientos térmicos como el que se 
describe. 
La fracción de luteína monoesterificada en tritordeum es una fracción intermedia 
entre el estado libre y el completamente esterificado (diéster) de la molécula. Las pérdidas 
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registradas para esta fracción a 37 y 50°C fueron superiores a las observadas para trigo 
duro, siendo del 41 y 86%, respectivamente, consecuencia no sólo de las condiciones 
degradativas sino más bien de la transformación de éstos en diésteres, al menos a 
temperaturas moderadas (incluyendo 37°C). Con respecto al análisis de éstos últimos, se 
puede visualizar una mayor estabilidad en relación a las formas monoesterificadas, tal y 
como se deduce de las pérdidas al final del almacenamiento a 50°C, siendo las más bajas 
que se registraron del orden del 60%. La mayor estabilidad de los carotenoides conforme 
aumenta el grado de esterificación de los mismos ha sido apuntada en diversos estudios 
(Khachik y Beecher, 1988; Subagio et al., 1999). La reducción en los valores de las tasas 
de pérdidas asociada a aumentos de temperatura apunta de nuevo a que el proceso de 
esterificación sigue activo en los granos al menos en los primeros meses de 
almacenamiento. El progreso del contenido relativo (%) de las fracciones de luteína libre, 
monoesterificada y diesterificada (Figura 156) durante el almacenamiento prolongado de 
granos de tritordeum resume el análisis expuesto, y pone de manifiesto la modulación del 
proceso de esterificación con la temperatura. 
 
5.9.2.1. Evolución y estabilidad de las fracciones de luteína esterificadas durante el 
almacenamiento prolongado de granos de trigo duro y tritordeum. 
Al igual que en las experiencias de almacenamiento corto de granos en 
postrecolección, los resultados obtenidos, en relación a las fracciones esterificadas totales, 
establece la necesidad de abordar el estudio de éstas de una manera más exhaustiva. El 
análisis de las fracciones de luteína esterificadas en trigo duro evidenció diferencias en el 
comportamiento a lo largo del almacenamiento atendiendo al tipo de ácido graso y a la 
posición que éste ocupe en la molécula de luteína (posiciones 3 y 3’). Los niveles de luteína 
monolinoleato (Figura 158) se mantuvieron prácticamente constantes en el rango de 
temperaturas de -32 a 37°C. A 50°C las pérdidas resultaron ser sólo del 56%. El perfil 
grafico mostrado reveló síntesis neta de dicho monoéster al inicio del almacenamiento, para 
todas las temperaturas ensayadas, excepto para 50°C, fenómeno que apoya las bajas 
pérdidas descritas. Luteína monopalmitato experimentó, por el contrario, perdidas mayores 
y en aumento con la temperatura, alcanzando valores del 95% a 50°C (Figura 158). Esto 
implica una diferencia de estabilidad entre las dos formas monoesterificadas, siendo mayor 
para el caso de luteína monolinoleato. La disminución de la relación entre ambos 
monoésteres conforme incrementó el tiempo y la temperatura (Figura 159) también apunta 
en este sentido. Esta discrepancia de estabilidad podría estribar en las diferencias 
estructurales que ambos ácidos grasos presentan, es decir la longitud de la cadena mayor, 
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para el linoléico (C18:2) y la presencia también en este último de dos insaturaciones en 
configuración cis, traduciéndose en una conformación en el espacio diferente. Estas 
características estructurales distan también de las presentadas por los carotenoides al 
portar éstos una cadena de polieno con casi exclusivamente dobles enlaces conjugados en 
configuración trans, lo que implica que son moléculas con una estructura rígida sin 
posibilidad de torsión (Skibsted, 2012). En las células vegetales, y debido a su carácter 
hidrofóbico, los carotenoides se encuentran asociados a proteínas (por ejemplo en las 
membranas fotosintéticas de los cloroplastos) o almacenados en el interior de estructuras 
lipoproteícas específicas (por ejemplo en los plastoglóbulos de los cromoplastos) 
(Vishnevetsky et al., 1999). Este cambio en la conformación espacial adoptado gracias a la 
unión del ácido graso poliinsaturado podría estar favoreciendo una mayor capacidad de 
interacción del carotenoide con su ambiente molecular, imprimiéndole más flexibilidad a la 
molécula, integrándolo más eficientemente en dichas estructuras subcelulares. Por lo tanto 
el grado de saturación del ácido graso parece ser un factor importante. Estos resultados, 
aunque en parte contradictorios debido a las reacciones de oxidación que deben de tener 
lugar, en las que los ácidos grasos con insaturaciones son más susceptibles (Biacs, et al., 
1989), no son sin embargo tan aislados existiendo trabajos pioneros, como los de 
Carnevale et al. (1979), en los que observan una mayor estabilidad de β-caroteno en 
presencia de ácido linoleico comparado con ácido laúrico (C12:0) y oleico (C18:1). 
El análisis a nivel de los correspondientes regioisómeros de ésteres de luteína 
encontrados en los granos de trigo duro está en consonancia con lo descrito anteriormente 
para las fracciones totales de éstos (Figura 160). Para ambos monoésteres, la forma 
esterificada en la posición 3 resultó ser más abundante, manteniéndose el ratio entre 
ambos regioisómeros constante a lo largo del periodo de almacenamiento (Figura 159). 
Esta diferencia resulta ser más acusada para los regioisómeros con ácido palmítico, en los 
que el ratio 3/3’ se encontró, en todo momento, en el rango de 2.5-3.0. Para los 
regioisómeros de luteína esterificada con ácido linoléico, las pérdidas al final del 
almacenamiento indicaron diferencias en el comportamiento, lo que implicaría que ambas 
posiciones no tienen estabilidades equivalentes. Para las cuatro primeras temperaturas, las 
pérdidas de luteína-3’-O-linoleato son mayores a las de luteína-3-O-linoleato que incluso 
registra aumentos. A 50°C, en términos de estabilidad, fue la posición 3’ la que se mostró 
más favorable indicando pérdidas menores que la posición 3. Esto indica que la 
especificidad de la actividad de la enzimas XAT por la posición 3 del anillo β- si es 
susceptible e incrementada por la temperatura, al menos para las condiciones ensayadas, y 
que es la posición 3’ en cambio la más estable. Los regioisómeros correspondiente a los 
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monoésteres con ácido palmítico mostraron un comportamiento similar sugiriendo que para 
este caso ambas posiciones resultan ser equivalentes (Figura 160). 
En el caso de los granos de tritordeum las diferencias de estabilidad atribuidas en 
función del ácido graso involucrado en cada monoéster no se manifestaron tan relevantes, 
aunque atendiendo a las temperaturas más elevadas, 37 y 50°C, si se intensificaron 
(Figuras 159 y 161). A 37°C las pérdidas registradas para el monoéster con linoleico fueron 
del 26% frente al 50% para palmítico al final del periodo ensayado. Nuevamente fueron los 
regioisómeros en posición 3 los más abundantes siendo para linoleico unas 5 veces 
superior con respecto a los ésteres en posición 3’, aunque dicha proporción se vio reducida 
al final del periodo de almacenamiento y en especial a las temperaturas más elevadas 
(Figura 159). Diferencias de estabilidad con respecto a los regioisómeros con linoleico se 
manifiestaron claramente a 37 y 50°C, produciéndose descensos para luteína-3-O-linoleato 
del 30 y 86%, respectivamente, mientras que para luteína-3’-O-linoleato fueron de 10 y 
62%, respectivamente (Figura 162). El comportamiento indicado en este caso a 37°C dista 
del observado anteriormente para trigo duro, probablemente no debido a un cambio en la 
especificidad enzimática por la posición 3, sino a la síntesis de diésteres que acontece de 
manera simultánea y concatenada. Esto permite establecer que la secuencia de síntesis de 
los diésteres con ácido linoleico se produce con mayor tasa y/o selectividad a partir del 
monoéster luteína-3-O-linoleato. En el caso de los regioisómeros de los monoésteres con 
ácido palmítico dicha relación no experimentó cambios acusados, apuntando de nuevo la 
igualdad de ambas posiciones. Estas diferencias de estabilidad se reflejaron incluso en 
términos cinéticos y será comentado más adelante. Las diferencias estructurales entre 
ambos ácidos grasos, podría estar influyendo en estas diferencias de estabilidad, en este 
caso atribuidas en función de la posición que ocupen en la molécula de luteína. El conjunto 
de diésteres (Figura 161) reflejó claramente los fenómenos competitivos entre síntesis y 
degradación puestos de manifiesto durante el transcurso del almacenamiento, como así lo 
indicaron los aumentos en el contenido de luteína dilinoleato y luteína linoleatopalmitato con 
la temperatura. Esto confirma la mayor estabilidad que confiere el ácido linoléico frente al 
palmítico, así como la tasa de síntesis, intensificada al principio del almacenamiento a 37 y 
50°C. 
Estos datos, junto con los que se desprenden del análisis cinético que se describirá 
a continuación, permiten analizar la estabilidad del pigmento no solo a nivel de la fracción 
esterificada total sino también a nivel de regioisómeros, lo que aporta una información 
valiosa desde el punto de vista estructural que podría contribuir a un mejor conocimiento de 
la ruta bioquímica de esterificación de carotenoides, la cual todavía no está descrita.  
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 La mayoría de los estudios realizados con carotenoides encaminados a valorar la 
estabilidad de los mismos están realizados en sistemas modelos y habitualmente con 
carotenoides puros (Shi y Chen, 1997; Chen y Tang, 1998; Henry et al., 1998; Tang y Chen, 
2000). Aunque en dichos sistemas modelo luteína resulta tener una mayor estabilidad que 
otros carotenoides, se debe tener en cuenta que no se trata de la situación y del ambiente 
normal que rodea a la molécula carotenoide en la matriz natural (Aman et al., 2005b; Calvo, 
2005). Las diversas matrices alimentarias son complejas, existiendo interacciones con otras 
moléculas presentes como proteínas, lípidos y carbohidratos. Dichas interacciones pueden 
resultar tanto en un efecto prooxidante como antioxidante (Walter y Purcell, 1974; Arya et 
al., 1982). Factores como el medio que rodee al pigmento, así como el estado físico de éste 
dentro de la matriz alimentaria, los cuales repercuten en la biodisponibilidad y absorción de 
carotenoides por los consumidores (Britton et al., 2002; Pérez-Galvez y Mínguez-Mosquera, 
2005), no pueden ser fácilmente evaluados en sistemas modelos. En este sentido estos 
datos no se deben considerar nunca fácilmente extrapolables al alimento aunque pueden 
arrojar datos de interés. La necesidad de trabajos en los que se analiza la estabilidad de 
carotenoides formando parte del propio alimento, como el presente, se hacen por tanto muy 
necesarios.  
 
5.9.2.2. Estudio cinético de la evolución del contenido y composición de pigmentos 
carotenoides durante el almacenamiento prolongado de granos de trigo duro y tritordeum. 
La velocidad de la reacción de degradación de carotenoides fue evaluada 
realizando ajustes tanto para una cinética de orden 0 como de primer orden (orden 1) sobre 
los datos experimentales de cada uno de los pigmentos presentes en las muestras de 
cereales. Es habitual que dichas reacciones degradativas mediadas por factores como el 
oxígeno y la temperatura que acontecen según los distintos procesos de almacenamiento o 
procesado de los alimentos, trascurran ajustándose a cinéticas de orden cero o primer 
orden. La bibliografía cuenta con numerosos ejemplos al respecto (Philip y Francis, 1971; 
Wagner y Warthesen, 1995; Sharma y Le Moguer, 1996; Selim et al., 2000; Fish y Davis, 
2003; Zepka et al., 2009; Ouchi et al., 2010; Saxena et al., 2012). Las Tablas 28 y 29 
muestran los ajustes y coeficientes de correlación obtenidos tanto para pigmentos libres 
como totales (incluyendo los esterificados) asumiendo un modelo cinético de orden cero. 
De manera análoga las Tablas 30 y 31 muestran los parámetros cinéticos resultantes de 
aplicar un ajuste de primer orden. Como se deduce de los valores del coeficiente de 
correlación lineal (R2) el modelo cinético al que mejor se ajustaron los datos resultó ser el 
de primer orden, lo que indica que la velocidad de reacción es directamente proporcional a 
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la concentración de pigmento (consultar Tabla 8 de la sección Materiales y Métodos). 
Numerosos estudios realizados en alimentos con bajo contenido de humedad, como es el 
caso de los cereales o aquellos sometidos a procesos de deshidratación, describen que la 
velocidad de degradación de carotenoides durante el procesado de los alimentos se ajustan 
a cinéticas de primer orden (Walter y Purcell, 1974; Haralampu y Karen, 1983; Jarén-Galán 
y Mínguez-Mosquera, 1997; Tsimidou, 1997; Pérez-Gálvez et al., 2000; Koca et al., 2007; 
Lavelli, et al., 2007; Hidalgo y Brandolini, 2008b). 
Los datos indicados corresponden a su vez a los pigmentos y a las fracciones 
totales de los mismos que mostraban una evolución, conforme trascurría el 
almacenamiento, ajustada a una cinética degradativa creciente con la temperatura, lo que 
permite cuantificar finalmente dichos cambios. En este sentido, es importante indicar la 
diferencia en la evolución de las fracciones esterificadas, en las que la realización de un 
estudio cinético completo fue imposible debido a la constancia o retención de tales 
pigmentos a lo largo del almacenamiento. No obstante, los valores de constantes de 
velocidad (k), sobre todo a las temperaturas 37 y 50°C, y la contribución de tales fracciones 
esterificadas sobre las totales que las contienen, arrojaron datos útiles sobre la cinética de 
la reacción, así como de la importancia del medio que rodea al pigmento. Las condiciones 
medioambientales, el medio de reacción y la estructura del pigmento son factores que 
pueden modificar los parámetros cinéticos de una reacción (Jarén-Galán y Mínguez-
Mosquera, 1997; Pérez-Gálvez et al., 2000). 
El estudio cinético, realizado con ambas especies de cereales, mostró un progresivo 
aumento de k conforme aumentó la temperatura en concordancia con Ley de Arrhenius. 
Esta asociación está en consonancia con trabajos previos como los de Koca et al. (2007) 
realizados con zanahorias deshidratadas; Saxena et al. (2012) realizados con jaca (frutos 
populares de la india); Bechoff et al. (2010) con patatas fritas; Dhuique-Mayer et al. (2007) 
llevados a cabo con zumos de cítricos; o los realizados con puré de papaya por Ahmed et 
al. (2002). El análisis de los pigmentos libres no indica diferencia alguna entre ambos tipos 
de cereales, aunque ambos muestran marcadas diferencias en el contenido de los mismos. 
Los valores de k fueron similares tanto para las fracciones libres totales, luteína libre, cis-
luteína y carotenoides libres totales, como para los individuales, all-trans-luteína y β-
caroteno (Tabla 30). Los datos cinéticos obtenidos evidencian también una similaridad en el 
comportamiento de los pigmentos, destacando la ausencia de diferencias acusadas entre 
los carotenos (β-caroteno) y las xantofilas presentes. En otros estudios de estabilidad 
térmica de carotenoides, algunos autores indican distinciones relevantes entre la velocidad 
de degradación de ambos grupos de pigmentos (Cortés et al., 2006; Dhuique-Mayer et al., 
2007). No obstante, para el caso de tritordeum, las fracciones de pigmentos totales que 
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contienen a su vez las fracciones esterificadas de luteína (es decir, luteína total y 
carotenoides totales; Tabla 31), reflejaron un claro descenso en los valores de k para todas 
las temperaturas, lo que indica que la reacción se retrasa debido a la presencia y/o 
contribución de los pigmentos esterificados. Este descenso fue aún más acusado para las 
temperaturas de 37 y 50°C. Con respecto a trigo duro, este efecto no es posible poder 
observarlo a nivel de las fracciones totales ya que la contribución de las formas 
esterificadas resulta ser muy minoritaria, aunque el análisis más en detalle de éstas si 
permite obtener datos relevantes.  
En la Tabla 32 se proporcionan los respectivos valores de k, tanto para trigo duro 
como tritordeum, en relación a las fracciones esterificadas y sus correspondientes 
regioisómeros en los casos en los que se obtuvieron buenos ajustes. Las velocidades de 
reacción resultaron ser siempre menores que las que mostró luteína libre total, al menos 
para las temperaturas de 37 y 50°C. En trigo duro, las constantes de velocidad para la 
fracción de monoésteres totales a 37 y 50°C resultó ser respectivamente del orden de cinco 
y cuatro veces más bajas cuando se comparan con las obtenidas para la fracción de luteína 
libre total a esas mismas temperaturas. A nivel de regioisómeros solo se pudieron calcular 
los valores de k para el monoéster con ácido palmítico, no existiendo disimilitudes entre 
ambos con respecto a la velocidad de reacción. Los valores de k para luteína 
monopalmitato a las temperaturas de 37 y 50°C, similar al de sus regioisómeros, son más 
altos que la fracción monoesterificada total lo que indica el aporte en ésta última del 
monoéster con ácido linoleico y sus correspondientes regioisómeros. Para esto últimos y a 
50°C, sólo fue posible calcular el valor de k para luteína-3’-O-linoleato, siendo éste 
considerablemente más reducido que el obtenido para su homólogo con ácido palmítico, lo 
cual es consistente con los resultados comentados anteriormente.  
El análisis cinético en tritordeum resultó bastante más completo debido al mayor 
contenido en ésteres al facilitar más información con respecto al monoéster con ácido 
linoleico, confirmando a nivel cinético su mayor estabilidad. Los valores de k para sus 
correspondientes regioisómeros a la temperatura de 50°C indicaron, como se comentó 
anteriormente, una diferencia en la velocidad de reacción dependiendo de la posición del 
ácido graso en la molécula. La velocidad de la reacción fue superior para la forma 
esterificada en la posición 3 que para la correspondiente en 3’, siendo por tanto esta última 
más estable a dicha temperatura aunque, según los datos mostrados en esta tesis doctoral, 
la posición 3 es la que muestra mayor preferencia por las enzimas XAT involucradas en la 
reacción de esterificación. Sin embargo, los regioisómeros de luteína esterificada con ácido 
palmítico presentaron valores de k similares. Con respecto a la fracción de los diésteres 
totales, éstos mostraron en general valores de k inferiores a los monoésteres. Los datos 
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obtenidos apuntan al diéster dipalmitato como el menos estable al presentar a 50°C un 
valor de k mayor con respecto a los otros dos diésteres que presentan en su estructura 
linoleico, confiriéndoles una mayor estabilidad. Para las fracciones totales de ambos 
grupos, monoéster y diéster, los valores de k a la temperatura 50°C fueron del orden de 2 y 
5 veces inferior, respectivamente, con respecto a los de la fracción de luteína libre. Los 
datos expuestos en relación a las constantes de velocidad (k) permiten de nuevo establecer 
una mayor estabilidad de las formas diesterificadas frente a las monoesterificadas, y éstas 
a su vez frente a los pigmentos en estado libre. Los estudios cinéticos con respecto a la 
degradación de ésteres de carotenoides no han recibido mucha atención hasta la fecha. 
Los escasos trabajos que se encuentran en la bibliografía son centrados en el estudio de la 
cinética de la reacción de hidrólisis de los ésteres de xantofilas durante el proceso de 
saponificación, al ser ésta una etapa rutinaria dentro del proceso de análisis de pigmentos 
carotenoides (Mínguez-Mosquera y Pérez-Gálvez, 1998; Yuan y Chen, 1999). 
Los valores de vida media (t1/2) y de D (Tablas 30 y 31) resultan de interés y 
complementan el anterior análisis de las constantes de velocidad, indicando el tiempo de 
vida útil del alimento, en este caso de granos de cereales, con respecto al contenido en 
pigmentos carotenoides, al tiempo que proporciona una herramienta rápida para estimar en 
términos cronológicos la concentración de pigmentos que encontraremos en un cereal 
almacenado bajo condiciones de temperatura controladas. En el modelo cinético de primer 
orden existe una relación inversa entre el valor t1/2 (también para D) y el valor de k por lo 
que el efecto de la temperatura sobre la velocidad de reacción se traduce en descensos en 
t1/2 y D. La comparación de los valores de t1/2 y de D para los pigmentos libres en ambos 
cereales mostró claras similitudes debido a la que los valores de k para dichos pigmentos 
fueron parecidos en ambos casos. Por el contrario, el contenido de carotenoides totales 
presentó valores superiores de t1/2 y D a las temperaturas 37 y 50°C en tritordeum (2 y 3 
veces con respecto a trigo duro, respectivamente). Estos resultados suponen unos 
beneficios directos desde el punto de vista nutricional lo que convierte a tritordeum no solo 
en un cereal de partida con un mayor contenido en carotenoides, sino también con una 
mayor capacidad en la retención de los mismos cuando dichos granos son almacenados. 
Las diferencias descritas en el presente estudio cinético, entre ambas especies de 
cereales, no deben ser atribuidas a la mayor concentración de pigmentos que presenta 
tritordeum sino, como claramente lo demuestra la comparación en cada caso entre las 
fracciones libres y totales, a la proporción de éstos que se encuentra esterificada. Los 
resultados obtenidos están en consonancia con procesos degradativos en los que el 
comportamiento y estabilidad de carotenoides está influenciada por factores como la 
temperatura y el oxígeno, y modulada por la estructura química de éstos. El proceso de 
      
Resultados y Discusión 
299 
 
esterificación de xantofilas, luteína en nuestro caso, resulta ser altamente específico y con 
diferencias relevantes, en cuanto a estabilidad para los carotenoides en función del ácido 
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Figura 152. Evolución del contenido carotenoide total (μg/g) presente en granos de tritordeum 
(HT621) y trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento prolongado (12 meses) a -32, 6, 20, 37 
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Figura 153. Registro de temperaturas (-32, 6, 20, 37 y 50°C) impuestas durante el almacenamiento 
prolongado (12 meses) de granos de tritordeum (HT621) y trigo duro (Don Pedro). 
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Figura 154. Evolución del perfil cromatográfico de pigmentos carotenoides presentes en granos de 
tritordeum (HT621) y trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento prolongado (12 meses) a -
32, 6, 20, 37 y 50°C. PI: patrón interno. 
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Figura 155. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
zeaxanteno y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres 
totales) presentes en granos de trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento prolongado (12 
meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error 
estándar de tres análisis (n=3). 
     





































































































Figura 156. Efecto de la temperatura (-32, 6, 20 37 y 50°C) sobre el grado de esterificación de luteína 
durante el almacenamiento prolongado (12 meses) de granos de tritordeum (HT621) y trigo duro 
(Don Pedro). Para cada especie los datos expresan la contribución porcentual de cada fracción 
(libre, monoesterificada y diesterificada). 
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Figura 157. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres totales) 
presentes en granos de tritordeum (HT621) durante el almacenamiento prolongado (12 meses) a       
-32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres 
análisis (n=3). 
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Figura 158. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes presentes en granos de trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento prolongado (12 
meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error 
estándar de tres análisis (n=3). 
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Figura 159. Cambios en los ratios de las fracciones de luteína monesterificada y los 
correspondientes regioisómeros presentes en granos de tritordeum (HT621) y trigo duro (Don Pedro) 
durante el almacenamiento prolongado (12 meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores 
representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis (n=3). Lut monoP 
(Luteína monopalmitato), Lut monoL (Luteína monolinoleato), Lut-3-O-L (Luteína-3-O-linoleato), Lut-
3’-O-L (Luteína-3’-O-linoleato), Lut-3-O-P (Luteína-3-O-palmitato), Lut-3’-O-P (Luteína-3’-O-
palmitato).  
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Figura 160. Cambios en el contenido de regiosómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato presentes en granos de trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento 
prolongado (12 meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media 
y el error estándar de tres análisis (n=3). 
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Figura 161. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes presentes en granos de tritordeum (HT621) durante el almacenamiento prolongado (12 
meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error 
estándar de tres análisis (n=3). 
     





































































Figura 162. Cambios en el contenido de regiosómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato presentes en granos de tritordeum (HT621) durante el almacenamiento prolongado 
(12 meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error 
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Tabla 25. Composición cualitativa y cuantitativa (µg/g)* de pigmentos carotenoides presentes en 




















all-trans-Zeaxanteno - 0.08 ± 0.00 
all-trans-Luteína  4.18 ± 0.09 1.11 ± 0.01 
9-cis-Luteína 0.19 ± 0.00 0.06 ± 0.00 
13-cis-Luteína 0.30 ± 0.01 0.11 ± 0.00 
Luteína monolinoleato 0.81 ± 0.00 0.02 ± 0.00 
Luteína-3’-O-linoleato 0.14 ± 0.00 0.01 ± 0.00 
Luteína-3-O-linoleato 0.68 ± 0.00 0.01 ± 0.00 
Luteína monopalmitato 1.36 ± 0.01 0.02 ± 0.00 
Luteína-3’-O-palmitato 0.43 ± 0.00 0.01 ± 0.00 
Luteína-3-O-palmitato 0.93 ± 0.01 0.02 ± 0.00 
Luteína dilinoleato  0.12 ± 0.00 - 
Luteína linoleatopalmitato 0.39 ± 0.01 - 
Luteína dipalmitato 0.37 ± 0.00 - 
all-trans-β-Caroteno 0.07 ± 0.00 0.02 ± 0.00 
   
Luteína total 7.72 ± 0.07 1.31 ± 0.01 
Monoésteres totales  2.17 ± 0.01 0.04 ± 0.00 
Diésteres totales  0.87 ± 0.01 - 
Esteres totales  3.05 ± 0.01 0.04 ± 0.00 
Carotenoides totales  7.79 ± 0.07 1.42 ± 0.02 
*La tabla representa los valores medios y error estándar de la media para 
cuatro replicados (n=4). 
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Tabla 26. Composición relativa (%)* de las formas libres y esterificadas de luteína en granos de 











Tritordeum 60.51 ± 1.24 28.16 ± 0.14 11.32 ± 0.17  39.48 ± 0.31 
Trigo duro 96.80 ± 1.08 3.19 ± 0.01 -  3.19 ± 0.09 
*La tabla representa los valores medios y error estándar de la media para cuatro 
replicados (n=4). 
 
Tabla 27. Composición relativa (%)* de las fracciones monoesterificadas de luteína y sus 
correspondientes regioisómeros indicando el ratio de los mismos, así como la de diésteres, en 
granos de tritordeum y trigo duro al inicio del almacenamiento durante doce meses.  
  Tritordeum Trigo duro 
Pigmento (HT 621) (Don Pedro) 
Luteína monolinoleato 37.44 ± 0.15 47.60 ± 1.72 
Luteína-3’-O-linoleato 6.35 ± 0.03 23.80 ± 0.48 
Luteína-3-O-linoleato 31.09 ± 0.21 23.80 ± 2.38 
Ratio Lut-3-O-L/Lut-3’-O-L 5 1 
   
Luteína monopalmitato 62.56 ± 0.21 52.37 ± 0.84 
Luteína-3’-O-palmitato 19.64 ± 0.09 14.28 ± 0.00 
Luteína-3-O-palmitato 42.92 ± 0.28 38.09 ± 1.20 
Ratio Lut-3-O-P/Lut-3’-O-P 2 3 
 
  
Luteína dilinoleato 13.73 ± 0.52 - 
Luteína linoleatopalmitato 44.05 ± 0.63 - 
Luteína dipalmitato 42.22 ± 0.35 - 
* La tabla representa los valores medios y el error estándar de la media para  
cuatro replicados (n=4). 
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Tabla 28. Ajuste de un modelo cinético de orden cero (C-C0=-kt) a la evolución del contenido 
pigmentos libres (no esterificados) presentes en granos de tritordeum y trigo duro sometidos a 
almacenamiento prolongado en condiciones de temperatura controlada.  
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Tabla 29. Ajuste a un modelo cinético de orden cero (C-C0=-kt) a la evolución del contenido de 
pigmentos totales (incluyendo xantofilas esterificadas) presentes en granos de tritordeum y trigo duro 
sometidos a almacenamiento prolongado en condiciones de temperatura controlada.  
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Tabla 30. Ajuste de un modelo cinético de primer orden (Ln(C/C0)=-kt) a la evolución del contenido 
pigmentos libres (no esterificados) presentes en granos de tritordeum y trigo duro sometidos a 
almacenamiento prolongado en condiciones de temperatura controlada. 
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Tabla 31. Ajuste de un modelo cinético de primer orden (Ln(C/C0)=-kt) a la evolución del contenido 
de pigmentos totales (incluyendo xantofilas esterificadas) presentes en granos de tritordeum y trigo 
duro sometidos a almacenamiento prolongado en condiciones de temperatura controlada.  
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Tabla 32. Constantes de velocidad y coeficientes de correlación para un modelo cinético de primer 
orden en pigmentos esterificados en granos de tritordeum y trigo duro sometidos a almacenamiento 
prolongado. 
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5.9.3. Evolución del contenido y composición de pigmentos carotenoides durante el 
almacenamiento prolongado de harinas integrales de trigo duro y tritordeum. 
Los estudios de estabilidad realizados en la presente Tesis Doctoral no estarían 
completos sin analizar el efecto del almacenamiento prolongado sobre los carotenoides 
presentes en harinas integrales. Los cereales son sometidos a distintos procesos 
industriales para producir toda la gama de productos que se derivan de ellos. Entre dichos 
procesos podemos citar la fermentación, extrusión, procesos de horneado y tostado, etc., 
aunque el más conocido lo constituye la molienda, siendo por excelencia la harina el 
producto derivado y con más usos (McKevith, 2004). La Tabla 33 indica la composición 
carotenoide de inicio de las muestras de harinas integrales empleadas en estas 
experiencias. 
La evolución de carotenoides totales para ambas especies de cereales (Figura 163; 
Tabla A30 del Anexo) reveló pérdidas acusadas a las temperaturas más extremas (37 y 
50°C) produciéndose el agotamiento de los pigmentos a esta última temperatura al final del 
periodo de almacenamiento. Este dato es invariable en la experiencia realizada, siendo 
independiente del pigmento, libre o esterificado, y de la especie de cereal, lo que indica que 
las condiciones a este nivel son bastante intensas en cuanto a degradación se refiere. La 
Figura 164 muestra la progresión cromatográfica obtenida para las harinas en este 
almacenamiento. Como fue introducido con anterioridad en las experiencias de 
almacenamiento corto, las condiciones experimentales que han sido ensayadas garantizan 
la intervención de actividades enzimáticas degradativas que desencadenan la co-oxidación 
de pigmentos carotenoides. Una de las enzimas más ampliamente caracterizadas, presente 
tanto en el reino vegetal como animal, son las lipoxigenasas. Las lipoxigenasas (EC 
1.13.11.12, linoleato: oxigeno oxidoreductasa) son junto con las polifenol oxidasas (EC 
1.14.18.1 o EC 1.10.3.2) y peroxidasas (EC 1.11.1.7) las enzimas mayoritariamente 
responsables de la generación de radicales libres en los tejidos vegetales. Los radicales 
libres están directamente implicados en la formación de compuestos volátiles indeseables y 
oxidación de otras moléculas presentes en los alimentos como vitaminas, pigmentos, 
lípidos, fenoles y proteínas. Estas reacciones afectan a la textura, el flavor y el color de los 
alimentos, especialmente durante el procesado y almacenamiento de los mismos 
(Whitaker, 1991; Robinson et al., 1995). En cereales, sobre todo en trigos, las lipoxigenasas 
han sido muy estudiadas apuntando como sustrato preferencial al ácido linoleico y siendo 
ubicadas principalmente en el germen y el salvado (Miller y Kummerow, 1948; Wallace y 
Wheeler, 1975; Troccolli et al., 2000; Rani et al., 2001). Las harinas integrales empleadas 
en el presente estudio junto con la presencia de ácido linoleico justifica perfectamente la 
intervención de dicha enzima. Esta, unida a la propia susceptibilidad de los carotenoides, al 
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oxígeno y las temperaturas elevadas deben ser en conjunto responsables de la disminución 
en los niveles de carotenoides observados en el presente experimento. Las perdidas 
porcentuales una vez trascurridos los doce meses de almacenamiento, para todas las 
temperaturas ensayadas, fueron similares para ambos cereales. El dato diferenciador a 
resaltar fueron los valores obtenidos a 37°C, siendo en trigo duro las pérdidas del 84% 
mientras que para tritordeum fueron del 72%, lo que se tradujo en una mayor retención de 
pigmentos en tritordeum a dicha temperatura.  
La evolución de los pigmentos libres individuales para trigo duro (Figura 165; Tabla 
A31 del Anexo), reprodujo perfectamente el comportamiento anteriormente mostrado en la 
Figura 163. Las pérdidas observadas tras el almacenamiento, mostró a 20°C unos 
descensos considerables siendo para all-trans-luteína del 51% y para all-trans-zeaxanteno 
del 63%. Las mermas a 37°C fueron similares a las totales registradas a 50°C, en torno al 
100%, para el caso de all-trans-luteína, all-trans-zeaxanteno y all-trans-β-caroteno. Los 
descensos registrados a 20 y 37°C (38.6 y 88.5%) para los isómeros cis de luteína fueron 
más suaves, concordantes con una posible tasa de isomerización cis/trans al igual que 
ocurre en otros procesados de alimentos vegetales como tomates y zanahorias (Chen et 
al., 1995; Chen y Tang, 1998; Rubio-Díaz et al., 2010). El estrés oxidativo fue claramente 
visualizado para all-trans-zeaxanteno y all-trans-β-caroteno alcanzándose, para ambos, 
niveles indetectables a partir del séptimo mes de muestreo a 50°C. Esto sugiere que ambos 
pigmentos minoritarios resultan menos termoestables que luteína a dicha temperatura 
ocurriendo antes su desaparición. Los estudios sobre estabilidad térmica en sistemas 
modelos y en almacenamientos en frutos o alimentos procesados indican que cada 
carotenoide se comporta de forma diferente a dichos tratamientos (Khachik et al., 1992; 
Rubio-Diaz et al., 2010). En algunos de estos trabajos all-trans-β-caroteno es indicado 
como el carotenoide más termolábil siendo además un factor agravante el bajo contenido 
hídrico (Goldman et al., 1983; Henry et al., 1998; Choe et al., 2001; Nhung et al., 2010). 
Las fracciones esterificadas, por el contrario, mostraron un progreso en el que 
destacaron los aumentos modulados por la temperatura. Fueron especialmente relevantes, 
los que se produjeron tras el almacenamiento a 6 y 20°C (Figura 165). La fracción de 
monoésteres experimentó aumentos del 201 y 374% y la de ésteres totales de 233 y 575%, 
respectivamente. El comportamiento a las temperaturas 37 y 50°C reflejó una situación de 
competencia entre los aumentos (esterificación de novo) promovidos por la temperatura y la 
degradación debido justamente a las condiciones oxidativas desencadenadas por la 
intensidad de la misma, lo que finalmente hace observar una tendencia al descenso. Dicha 
tendencia se anticipa debido a las temperaturas aplicadas. Trascurrido el periodo de 
almacenamiento los monoésteres registraron a 37°C incrementos del 20% y la fracción total 
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de xantofilas esterificadas del 193%, lo que sugiere una contribución relevante de los 
diésteres, en esta última, para dicha temperatura. Esto revela una actividad esterificante 
intensa en harinas a 37°C. La generación de diésteres, observada como aumentos netos 
conforme incrementa la temperatura y el tiempo, fue propiciada por el aumento en el pool 
de monoésteres. Esto permite corroborar la existencia de síntesis de ésteres que tiene que 
acontecer mediante una ruta metabólica distinta a la que opera en granos intactos. Es 
importante reseñar que el proceso de esterificación de xantofilas en harinas de trigo duro 
fue ya advertido en las experiencias de almacenamiento corta (periodo de 3 meses). Los 
niveles trazas detectados impidieron una cuantificación de dichos ésteres. Esta situación no 
resulta equivalente a la presente, sin embargo, deja patente la relevancia de controlar las 
condiciones de almacenamiento de los cereales y productos derivados al demostrarse que 
éstas pueden alterar no sólo el contenido sino la composición de pigmentos carotenoides 
presentes en las mismas. 
La síntesis de novo de xantofilas diesterificadas en harinas podría recaer en un tipo 
de enzimas como las lipasas (EC 3.1.1.3). Estas enzimas se encuentran ampliamente 
distribuidas en semillas. En los cereales las lipasas se concentran en el salvado (Urquhart 
et al., 1983), catalizando por definición la hidrólisis de enlaces carboxilo- éster y 
produciendo la consecuente liberación de ácidos grasos y alcoholes orgánicos. Sin 
embargo, en ambientes con poco contenido de agua pueden catalizar la reacción inversa 
(esterificación) o distintas reacciones de transesterificación en las que pueden intervenir 
ácidos, alcoholes y ésteres (Bornscheuer, 1995; Liaquat y Apenten, 2000; Barros et al., 
2010). La actividad acil transferasa atribuida a lipasas en experimentos de almacenamiento 
prolongado con harinas fue ya indicada, con respecto a la generación de ésteres de 
esteroles, en los trabajos de Farrington et al. (1981). Estos autores además indicaban una 
posible esterificación de luteína libre, al observar un mantenimiento a lo largo de la 
experiencia de las fracciones de monoésteres y diésteres de la misma, aunque los datos 
que obtuvieron no resultaron concluyentes. Resultados similares fueron obtenidos por 
Kaneko et al. (1995) durante el almacenamientos de granos de trigo. La tendencia de las 
lipasas a utilizar como sustratos a los ácidos grasos más abundantes en semillas (Hellyer et 
al., 1999) y su resistencia a altas temperaturas (Kapranchikov et al., 2004; Suzuki et al., 
2004), así como la existencia de trabajos recientes sobre esterificación de carotenoides por 
lipasas (Humeau et al., 2000; Nakao et al., 2008) podrían abalar la hipótesis que se plantea. 
La comparación de la evolución de los perfiles de monoésteres y diésteres totales 
prueba una sucesión en la generación de ambos tipos de moléculas, siendo la formación de 
diésteres totalmente dependiente de los niveles de monoésteres (Figura 165). La 
generación de diésteres a partir del octavo y cuarto mes a las temperaturas 6 y 20°C, 
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respectivamente, cuando los monoésteres alcanzaron niveles considerables, así como la 
no existencia a -32°C, así lo indican. En términos relativos (Figura 166) se observa 
claramente lo expuesto con anterioridad reflejándose además a 50°C, al final del periodo 
analizado, una disminución de la ruta sintética de pigmentos esterificados consecuente con 
la degradación de carotenoides que domina a esa temperatura. 
Con respecto al análisis de pigmentos libres individuales en tritordeum (Figura 167; 
Tabla A32) las pérdidas registradas a lo largo del almacenamiento cursaron de forma 
similar en todos los pigmentos. A 37°C se registraron pérdidas en un rango de 83-98 % 
para los pigmentos libres presentes, all-trans-luteína, cis-luteína y β-caroteno. Como se 
comentó con anterioridad, es habitual que trascurrido el almacenamiento a 50°C, los 
efectos se resuman como pérdidas totales, siendo llamativo el resultado para β-caroteno, el 
cual es indetectable a partir del cuarto mes de almacenamiento. En las muestras de trigo 
este carotenoide también se mostraba más susceptible a dicha temperatura. β-Caroteno es 
descrito en la literatura como un carotenoide que actúa de forma activa como antioxidante 
en el sistema lipoxigenasa-linoleico. Algunos estudios realizados a tal efecto han 
encontrado una actividad incluso inhibidora de la enzima por parte de dicho carotenoide 
(Lomnitski et al., 1993; Trono et al., 1999; Serpen y Gökmen, 2006). La actividad 
antioxidante se encuentra asociada a la propia oxidación del pigmento lo que podría 
explicar dicha disminución en sus niveles (Yanishlieva et al., 1998) apuntando a la 
existencia de un estrés oxidativo considerable.  
El análisis de las fracciones esterificadas permitió observar, a diferencia de lo 
apuntado para trigo duro, diferencias en el perfil de evolución entre monoésteres y 
diésteres, obteniéndose una situación intermedia para la fracción de ésteres totales (Figura 
167). La fracción monoesterificada total siguió la pauta general de descensos conforme 
aumento la temperatura similar al observado para los pigmentos en estado libre, aunque los 
descensos a la temperatura de 20 y 37°C fueron del 18 y 78%, respectivamente. Por el 
contrario, la fracción diesterificada total presentó un comportamiento similar a las fracciones 
esterificadas en trigo duro, produciéndose aumentos del 7, 60 y 63% a las temperaturas 6, 
20 y 37°C, respectivamente. Estos resultados podrían indicar una diferencia de actividad 
enzimática de lipasas en ambos cereales, siendo mayor para el caso de trigos. La carga 
genética procedente de cebada silvestre (H. chilense) que presenta tritordeum podría ser 
responsable de estas diferencias de actividad encontrada al contener distintas isoformas de 
dichas enzimas. Los ensayos comparativos de actividad de lipasas indican que ésta puede 
variar en gran medida entre semillas (Matlashewski et al., 1982; O´Connor et al., 1992; 
Liaquat y Apenten, 2000) por lo tanto los granos sometidos a estudio podrían diferenciarse 
también en este carácter. 
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El análisis de los resultados expuesto podría implicar que las harinas de tritordeum 
presentan una situación más proclive a la pérdida de carotenoides debido a que 
probablemente el medio o matriz presente o provoque un mayor estrés oxidativo. Basta 
observar que en tritordeum all-trans-luteína registró unas pérdidas superiores que trigo duro 
a las temperaturas de -32, 6, 20 y 37°C. Estos aspectos serán discutidos más adelante en 
el análisis cinético realizado para harinas. 
 
5.9.3.1. Evolución y estabilidad de las fracciones de luteína esterificada durante el 
almacenamiento prolongado de harinas de trigo duro y tritordeum. 
La evolución del contenido de monoésteres en trigo duro, monolinoleato y 
monopalmitato, fue concordante con lo anteriormente descrito con respecto a la fracción de 
ésteres totales (Figura 168). Las mermas y ganancias en términos relativos al final del 
periodo de almacenamiento fueron coincidentes para ambos tipos de monoésteres para 
todas las temperaturas ensayadas, excepto para 37°C. Dicha temperatura junto con la de 
50°C se caracterizaron por presentar un perfil de evolución con dos zonas bien 
diferenciadas, síntesis y degradación, por lo que en este caso el análisis resultó más útil 
atendiendo a dichas zonas más que visualizando el global. La Tabla 34 recoge los 
fenómenos de síntesis y degradación, cuantificados en porcentajes, que acontecen a todas 
las temperaturas en las fracciones de monoésteres así como también para sus 
correspondientes regioisómeros. Para el caso de luteína monolinoleato a 37°C la síntesis 
genera un aumento del 340% trascurridos los 2 primeros meses, seguido de degradación 
del 78% en los sucesivos meses. A 50°C el máximo de síntesis se observó transcurrido 1 
mes del inicio siendo del 279%, para posteriormente llegar al agotamiento al final del 
almacenamiento. Para el caso de luteína monopalmitato, a 37°C se registró síntesis 
incrementando el 930% a los dos meses de almacenamiento, con la consiguiente 
degradación en un 80% hasta el final del experimento. A 50°C la situación fue similar 
produciéndose aumento en un 796%. Los fenómenos biosintéticos y degradativos descritos 
indican diferencias para ambos monoésteres. Los porcentajes de degradación a 37 y 50°C 
fueron similares en ambos, sin embargo, los incrementos reflejaron una diferencia superior 
para el monoéster con ácido palmítico. Esto implica que la degradación no está influida en 
harina por el ácido graso que este unido, como así lo demuestra también el ratio luteína 
monopalmitato/luteína monolinoleato que nunca se invirtió a lo largo del almacenamiento 
(Figura 169). Con respecto a los aumentos, la actividad lipasa podría presentar mayor 
especificidad por ácido palmítico o tener a éste más disponible como sustrato debido a la 
susceptibilidad del linoleico a oxidarse tanto de forma directa como mediado por 
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lipoxigenasa (Siedow, 1991). Las lipasas tanto de origen vegetal, animal o procedente de 
microorganismos muestran una amplia variedad de especificidades de sustratos. La 
literatura recoge ejemplos no solo específicos a una clase de lípidos sino por un ácido graso 
o a nivel de regio- o estereoselectividad (Jensen, 1974; Hills y Mukherjee, 1989; 
Rahmatullah et al., 1994; Ncube et al., 1995; Jachmanián et al., 1996). Estas características 
han sido utilizadas para obtener fracciones purificadas en ácidos grasos, sustancias de alto 
valor añadido, síntesis o hidrólisis de ésteres de interés, etc., constituyendo un conjunto de 
enzimas muy utilizadas en la industria biotecnológica (Miller et al., 1988; Bornscheuer, 
1995; Gandhi, 1997). En semillas de vegetales, salvo excepciones que porten ácidos 
grasos inusuales, lo normal sin embargo, es que presenten un rango de ácidos grasos 
como sustratos coincidentes generalmente con los más abundantes en el pool lipídico 
(Berger y Schneider, 1991; Lin et al., 1986; Huang et al., 1988; Hellyer et al., 1999). En 
base a lo anterior los datos presentados podrían deberse más bien no ha una especificidad 
por el ácido palmítico, ya que también se observa la síntesis de ésteres con ácido linoleico, 
sino más bien a una producción disminuida de éstos por oxidación del sustrato. Estos 
resultados son también coincidentes con las mediciones de actividad de lipasas en distintos 
cereales realizados por O´Connor et al. (1992). Estos autores observaron que no existen 
preferencias por ácidos grasos específicos tanto en trigo como avena y que linoleico es 
igualmente detectado en niveles inferiores al oxidarse. La similitud de los porcentajes de 
degradación entre ambos monoésteres (Tabla 34) estaría implicando una protección de los 
ácidos grasos una vez que éstos están unidos a luteína. Este aspecto fue ya apuntado en 
las harinas almacenadas durante tres meses, indicando que la interacción ácido graso-
carotenoide podría proporcionar un efecto protector para ambos. Existen estudios como los 
de Hildebrand (1989) y Hildebrand et al. (1990) en los que los autores concluyen que 
generalmente las enzimas lipoxigenasas, presentan actividad por ácidos grasos libres, es 
decir, que todas las lipoxigenasas en mayor o menor medida procesan ácido linoleico libre 
aunque no todas con la misma eficiencia. El análisis de regioisómeros (Figura 170) permite 
establecer diferencias para ambas posiciones en la molécula de luteína aunque mostrando 
una pauta general similar para los dos monoésteres. La posición 3’ parece ser preferente 
en la esterificación de luteína mediada por lipasas, y más estable atendiendo a los 
porcentajes de síntesis y degradación a 37 y 50°C (Tabla 34). Esto corrobora, lo ya 
observado en el estudio preliminar de harinas, indicando claramente que lo sistemas 
enzimáticos implicados en la esterificación en harinas son distintos de los que operan en 
granos intactos. 
Con respecto a los diésteres, al igual que monoésteres, éstos siguen la misma 
evolución descrita para la fracción de diésteres totales, siendo muy acusados los aumentos 
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netos registrados a 20°C (Figura 168). Dichos aumentos fueron intensos para los diésteres 
conteniendo ácido linoleico en su estructura. La composición de partida de las harinas 
integrales sometidas a estudio presentaba un mayor contenido en monoésteres con ácido 
linoleico (Tabla 33) lo que podría justificar tales resultados. Luteína dilinoleato destacó 
presentando unos mayores aumentos frente a luteína linoleatopalmitato lo que corrobora 
una mayor afinidad por linoleico, e indica que la mayor síntesis de monoésteres con ácido 
palmítico (Tabla 34) se deba probablemente a una menor disponibilidad en el medio de 
ácido linoleico al ser más propenso a la termooxidación. La evolución del contenido en 
diésteres para las temperaturas 37 y 50°C pudieron ser descompuestas en periodos de 
síntesis y degradación neta, constituyendo ésta última a 37°C entre un 54-60% menor que 
la degradación de monoésteres.  
El estudio de la fracción esterificada en tritordeum reflejó una situación diferente a la 
observada en trigo duro. En la interpretación de los datos que se exponen a continuación se 
debe tener en cuenta dos aspectos. Por un lado, que tritordeum es una especie de cereal 
donde el aporte del genoma de cebada silvestre (H. chilense) y su interacción con el de 
trigo duro debe de influir en la aparición de las diferencias de comportamientos observada, 
estando probablemente relacionada con este aspecto la menor actividad esterificante en 
harinas atribuida a lipasas. Por otro lado, la desigual distribución inicial de las fracciones 
libre (57% en tritordeum y en 97% trigo duro) y esterificada de luteína (43% para tritordeum 
y 3% para trigo duro) en ambos cereales (Tabla 33). 
La evolución del monoéster con ácido linoleico indicó una constancia en el 
contenido para las temperaturas -32, 6 y 20°C (Figura 171). En el caso de luteína 
monopalmitato el comportamiento mostró una disminución más progresiva conforme 
aumenta la temperatura y el tiempo aunque siempre inferiores a las registradas para all-
trans-luteína. La comparación de ambas moléculas indicó una diferencia de estabilidad 
entre los dos monoésteres. Los porcentajes de degradación a 37°C siendo mayores para 
luteína monopalmitato (85%) que para luteína monolinoleato (65%) y la inversión de los 
ratios luteína monopalmitato/luteína monolinoleato a lo largo del almacenamiento a 37 y 
50°C (Figura 169) demuestran la diferencia de estabilidad entre ambos. Con respecto al 
análisis de regioisómeros, las posiciones 3’ en la molécula de luteína se tradujo, al igual 
que en trigo duro, en compuestos con una mayor estabilidad (Figuras 169 y 172). Estas 
diferencias fueron más acusadas para la pareja de regioisómeros de luteína monolinoleato, 
en el que los comportamientos a las temperaturas de 6, 20 y 37°C resultan muy dispares. 
Cabe destacar en ambos monoésteres la evolución observada durante el almacenamiento 
a 20°C. Así se produjeron aumentos para los monoésteres en las posiciones 3’, mientras 
que los regioisómeros en la posición 3 experimentó descensos. Así para el caso de luteína-
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3’-O-linoleato se produce un aumento del 125.6% a diferencia de luteína-3-O-linoleato que 
registra un descenso del 23%. Para luteína-3’-O-palmitato los valores se mantuvieron 
constantes (aumento del 2.6%), mientras que luteína-3-O-palmitato tuvo una reducción 
51.5%. El grupo de diésteres mostró también una mayor retención por parte de las 
moléculas esterificadas con ácido linoleico, como así lo reflejan las perdidas observadas 
tras los 12 meses de almacenamiento (Figura 171). Luteína dilinoleato y luteína 
linoleatopalmitato presentaron una evolución similar observándose aumentos a 6, 20 y 
37°C similares al comportamiento de diésteres en trigo duro. Sin embargo, luteína 
dipalmitato presenta un comportamiento distinto produciéndose pérdidas netas a todas las 
temperaturas, aunque al igual que luteína monopalmitato, este registró descensos menores 
a las temperaturas 20°C (22.7%) y 37°C (53.7%) con respecto al pigmento en estado libre. 
 
5.9.3.2. Estudio cinético de la evolución del contenido y composición de pigmentos 
carotenoides durante el almacenamiento prolongado de harinas de trigo duro y tritordeum. 
La evaluación de la velocidad de degradación de carotenoides en harinas integrales 
almacenadas a distintas temperaturas se realizó ajustando los datos experimentales tanto a 
una cinética de orden cero como de primer orden. Las Tablas 35-38 muestran los 
resultados del ajuste a ambos modelos cinéticos para los pigmentos totales e individuales. 
Los datos demuestran que el modelo de primer orden se ajusta mejor a los datos de 
evolución de pigmentos. Es importante indicar que a las temperaturas inferiores, -32 y 6°C, 
los ajustes obtenidos por lo general, tanto para pigmentos en estado libre como los totales, 
no resultan idóneos siendo por tanto datos obviados a la hora de analizar los resultados 
cinéticos. Al igual que los datos obtenidos para granos, el comportamiento de los pigmentos 
esterificados no permite realizar un estudio cinético completo y exhaustivo. La repercusión 
de tal estado de esterificación de los pigmentos puede ser indirectamente evaluada en un 
ejercicio comparativo entre fracciones libres y totales para ambos cereales, así como en el 
estudio de las constantes de velocidad (k) obtenidas para algunas temperaturas que se 
indicarán a continuación.  
El análisis para pigmentos libres (Tabla 37) reveló diferencias entre ambas especies 
de cereales. Para el caso de tritordeum la velocidad de la reacción fue más alta para todos 
los pigmentos a las temperaturas 20, 37 y 50°C, siendo β-caroteno una excepción. A 50°C 
los valores de k para todas las xantofilas presentes resultó ser aproximadamente del doble 
en tritordeum con respecto a trigo duro. La estructura del propio pigmento, así como el 
medio oxidante, dependiendo de la matriz en la que se encuentre, unido a la pérdida de 
compartimentación celular son factores que deben de estar influyendo en tal resultado. En 
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relación al medio, tritordeum podría presentar en sus harinas una actividad lipoxigenasa 
residual mayor comparada con la de trigo duro. La actividad enzimática Lox que presente el 
grano es un compendio no solo del nivel de expresión de los transcritos, de los distintos 
genes Lox, y mecanismos postransduccionales existentes durante el desarrollo del mismo, 
sino también de las propiedades bioquímicas de las distintas isoformas que finalmente 
presente (De Simone et al., 2010). Todo esto genera una variabilidad en el nivel de 
actividad la cual ha quedado reflejada en trabajos como los de Leenhardt et al., 2006a; Žilić 
et al., 2010 y Hidalgo y Brandolini, 2012. Estos estudios establecen que los trigos 
tetraploides (trigo duro T. turgidum L. subsp. durum) presentan menor actividad Lox que 
trigos hexaploides (trigo harinero T. aestivum L.) y a su vez los trigos diploides (einkorn, T. 
monococcum L.) menor que ambos. Al igual que las características harino-panaderas de 
tritordeum que resultan ser más próximas al trigo harinero que al trigo duro (Álvarez et al., 
1992; 1994; Martín et al. 1999), la actividad Lox también podría relacionarse en este 
sentido. En un estudio reciente realizado con sémola comercial para medir la perdida de 
carotenoides durante la obtención de pasta (Panfili et al., 2005) se describió que las 
perdidas eran más acusadas cuando se parte de muestras basadas en mezclas 
enriquecidas con cebada. Hay que tener también en cuenta la degradación asociada al 
proceso de molienda, el cual puede afectar de forma distinta a cada cereal y el 
almacenamiento y las condiciones medioambientales al que fue expuesto cada uno (Borrelli 
et al., 1999), como fue comentado al inicio de estas experiencias con granos y harinas. La 
importancia de las condiciones de almacenamiento en el desencadenamiento de eventos 
metabólicos en los granos y derivados ha quedado patente en la presente memoria. Otro 
factor que pudiera estar influyendo es la presencia de otros antioxidantes en mayor 
proporción en trigo duro que pudieran estar produciendo un efecto sinergista o protector 
para carotenoides. El efecto sinergista entre tocoferoles y carotenoides ha sido apuntado 
por diversos autores siendo habitual los trabajos en los que analizan los cambios o 
interacción entre ambos durante el procesamiento de cereales (Pastore et al., 2000; 
Hidalgo et al., 2006; 2009b; Leenhardt et al., 2006b; Fratianni et al., 2012). Sin embargo, la 
carencia de dicha información en tritordeum nos impide discutir al respecto. Con respecto a 
cada cereal, para trigo duro los valores obtenidos de k son similares tanto para xantofilas 
como para carotenos (β-caroteno) aunque con algunas excepciones. all-trans-Zeaxanteno 
se mostró como el pigmento que se degradó más rápidamente para todas las temperaturas. 
El dato a 50°C es destacable y concordante con las pérdidas registradas a dicha 
temperatura anulándose a partir del séptimo mes (Figura 165). Tritordeum presentó 
diferencias más patentes entre ambos grupos de pigmentos siendo los valores obtenidos 
para β-caroteno más bajos a 20, 37 y 50°C. Estos resultados están en consonancia con 
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trabajos de Dhuique-Meyer et al. (2007) en los que se describen también velocidades de 
degradación más reducidas para β-caroteno con respecto a xantofilas. 
Los datos obtenidos para las fracciones totales (conteniendo los esterificados) 
posibilitan nuevamente inferir que la reacción trascurre más acelerada en tritordeum que en 
trigo duro como así lo indican los valores de k a 50°C (Tabla 38). Los datos obtenidos se 
contraponen a resultados de Hidalgo y Brandolini (2008b). Estos autores realizaron uno de 
los pocos trabajos que existe sobre el comportamiento de carotenoides y su sensibilidad 
térmica a lo largo del almacenamiento de harinas de trigo. Hidalgo y Brandolini efectuaron 
su estudio con harinas tanto refinadas como integrales procedentes de dos variedades de 
trigo diferentes y que presentaban disparidad en el contenido carotenoide. Estos autores 
obtuvieron una velocidad de degradación menor en la especie que presenta mayor nivel de 
pigmentos apuntando, junto con otros factores, el aporte de pigmentos inicial como una 
característica importante responsable de un mayor porcentaje de retención de los mismos. 
La cinética de degradación cursó según un modelo de primer orden. La comparación entre 
pigmentos libres y totales para trigo duro indica algunas diferencias a 20, 37 y 50°C, 
consistente con el aporte de ésteres en los totales. Los valores de k a dichas temperaturas 
resultan ser siempre inferiores. Para tritordeum este efecto es más acusado facilitado por el 
mayor nivel de pigmentos que presenta. Para el caso de 37°C esa diferencia resultó ser 
tres veces menos para ambas fracciones totales, luteína y carotenoides totales, con 
respecto a las xantofilas libres. 
El análisis detallado de las contantes de velocidad (k) para los pigmentos 
esterificados y regioisómeros se resume en la Tabla 39. En trigo duro, la velocidad de 
degradación de monoésteres, similares para ambos tipos, a 37 y 50°C se aproxima a la de 
luteína libre. A su vez las constantes de velocidad de los diésteres fueron menores a las de 
los monoésteres y los pigmentos libres, traduciéndose en una mayor termoestabilidad de 
los mismos. En relación a los regioisómeros de los monoésteres de luteína, fueron las 
formas esterificadas en la posición 3’ las que presentaron velocidades de desaparición 
ligeramente inferiores a las formas esterificadas en la posición 3. En términos generales, 
exceptuando a los diésteres, el análisis en trigo duro no arrojó diferencias tan acusadas 
como se esperaría entre pigmentos libres y esterificados (Tabla 37). Esto podría indicar que 
en este caso el estado de esterificación del pigmento no estaría influyendo de forma 
significativa en una velocidad de degradación más ralentizada para la molécula de 
carotenoide. Por el contrario, hay que tener en cuenta el recambio del grupo de 
monoésteres y paso al pool de diésteres debe ser la causa principal de esta aparente 
mayor desaparición de los primeros que llega a ser equiparable a la de un pigmento en 
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estado libre, siendo además la fracción de monoésteres de gran peso en la de ésteres 
totales.  
En el caso de tritordeum los datos revelaron diferencias más patentes en función del 
estado (libre o esterificado) de la molécula de luteína (Tabla 39). La comparación entre 
moléculas esterificadas de luteína (mono- y diesterificadas) y luteína libre implica una 
velocidad de degradación menor para las primeras, incluso a 50°C, a pesar de las intensas 
condiciones degradativas que se producen a dicha temperatura. El comportamiento a 37°C 
arrojó mayores diferencias. Así luteína-3’-O-monolinoleato mostró una velocidad de 
degradación del orden de tres veces menor con respecto a luteína libre. Dentro del grupo 
de monoésteres, luteína monolinoleato presentó velocidades de degradación más lentas 
que luteína monopalmitato, así como también las moléculas esterificadas en posición 3’ 
frente a aquellas en posición 3 para cada una de las parejas de regioisómeros. Estos datos 
están en consonancia con lo descrito anteriormente en el apartado de evolución de las 
fracciones esterificadas. Con respecto al grupo de diésteres éstos mostraron las 
velocidades de degradación más reducidas a 50°C no existiendo diferencias entre los 
distintos diésteres presentes. Como anteriormente se ha expuesto en el análisis 
comparativo entre fracciones totales y pigmentos libres, las fracciones esterificadas 
indicaron también una mayor velocidad de degradación en tritordeum, siendo para 
diésteres del doble a 50°C con respecto a trigo duro. La acción de las lipasas en trigos 
sobre todo en dicho grupo pudiera estar influyendo en esa diferencia de velocidad, siendo 
la reposición de diésteres importante frente a la degradación. Además de la presencia o 
ausencia de sustancias oxidantes o prooxidantes que pueda estar presentes en ambas 
harinas desencadenando finalmente dicho resultado. Tritordeum puede presentar, como se 
comentó con anterioridad, mayor actividad Lox (De Simone et al., 2010). La mayoría de los 
estudios de caracterización de isoenzimas de Lox se ha realizado en semillas de 
leguminosas concretamente a partir de cotiledones de semillas de soja, concluyendo la 
existencia de tres isoenzimas de características bioquímicas distintas en semillas maduras, 
Lox-1, Lox-2 y Lox-3 (Siedow, 1991; Porta y Rocha-Sosa, 2002). Lox-1 actúa frente a 
ácidos grasos libres siendo linoleico el sustrato preferente, sin embargo Lox-2 y Lox-3 
presentan más afinidad por ácidos grasos esterificados aunque actúan también sobre 
ácidos grasos libres. La actividad de isoenzimas de Lox con respecto a ácidos grasos 
esterificados ha sido probada en diversos trabajos (Morrison y Panpaprai, 1975; Feussner 
et al., 2001; Stelmach et al., 2001; Garbe et al., 2006). Además Lox-3 se indica en la 
literatura como la isoenzima más activa hacia la generación de reacciones secundarias 
como es la co-oxidación de carotenoides (Ramadoss et al., 1978). Tritordeum, presentaría 
así una situación más desfavorecida cinéticamente hablando, tanto si el pigmento esta libre 
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como esterificado, algo que dista de la situación comentada anteriormente para los granos 
intactos. 
Los valores de t1/2 y D (Tablas 37 y 38) estuvieron en consonancia con lo expuesto 
con anterioridad mostrando valores más elevados para trigo duro. No obstante, los valores 
obtenidos para las fracciones totales revelaron a la temperatura de 37°C una situación 
opuesta en la que la harina de tritordeum presenta mayores valores de vida media. Este 
dato es concordante con las pérdidas registradas al final del almacenamiento para 
carotenoides totales (Figura 163) siendo éstas a 37 °C inferior para tritordeum que para 
trigo duro. 
 
5.9.4. Efecto del procesado sobre la evolución del perfil de pigmentos carotenoides durante 
el almacenamiento prolongado de granos y sus correspondientes harinas en trigo duro y 
tritordeum. 
Los estudios de estabilidad y cinética de degradación que han sido expuestos con 
anterioridad han dejado patente una situación diferenciable entre granos y sus 
correspondientes harinas para las muestras de cereales estudiadas. El análisis 
comparativo entre ambas situaciones tiene como objetivo afianzar conclusiones 
importantes sobre la matriz alimentaria y la repercusión de su procesado en la estabilidad y 
por consiguiente en el aporte de carotenoides finalmente por parte de estos alimentos 
básicos.  
 
5.9.4.1. Análisis comparativo entre la evolución del contenido y composición de pigmentos 
carotenoides durante el almacenamiento prolongado de granos y sus correspondientes 
harinas en trigo duro. 
 La comparación de la evolución para carotenoides totales (Figuras 152 y 163) en 
trigo duro permite observar una pérdida más paulatina y ralentizada con el aumento de la 
temperatura en granos intactos que en harinas. Aunque las perdidas resultaron ser totales 
a 50°C, debido a la intensificación de la condiciones degradativas para ambas situaciones, 
el comportamiento a las restantes temperaturas fue diferente. Paradójicamente, en los 
granos las pérdidas a -32 y 6°C fueron mayores (27 y 30% respectivamente) que en harinas 
(7 y 8%), aunque en ambos casos dichas temperaturas se comportan muy similares. Estos 
datos no se deben a un mayor nivel de carotenoides de partida en harinas, debido a una 
extracción más favorecida, ya que los valores son similares a granos (Tablas 25 y 33). 
Aunque si podría deberse a una mayor homogenización de la muestra. Por otro lado, los 
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aumentos de ésteres que acontecen a 6°C en harinas podría explicar a nivel global esa 
disminución en las pérdidas pero no las que se registran a -32°C ya que a esta temperatura 
no ocurre síntesis de esteres. Además, como se comentó con anterioridad para granos, 
resulta inusual que ambas temperaturas registren cifras próximas algo que en harinas 
también se observa. Para el caso de estas últimas, los resultados obtenidos igualmente no 
pueden ser atribuidos a fluctuaciones en el registro de las temperaturas como puede 
apreciarse en la Figura 153. La situación a 20ºC también deporta para granos mayores 
pérdidas. El comportamiento a 37°C en granos resultó ser más favorable que en harinas al 
registrar pérdidas menores que estas últimas (77% frente a 84%). Este primer análisis 
permite advertir la inestabilidad que presentan las muestras de harinas, siendo los cambios 
entre temperaturas más bruscos que en granos, en los cuales éstos son más amortiguados 
(Wang y Flores, 1999; Brandolini et al., 2010).  
Los pigmentos libres (Figuras 154 y 165) reflejaron en ambos casos una situación 
parecida a la fracción total registrando porcentajes de reducción del contenido carotenoide 
similares, tanto a -32 como a 6°C. La temperatura de 20°C si supone diferencia ya que se 
produjeron siempre pérdidas superiores para todos los pigmentos libres en harinas. Esta 
diferencia observada, con respecto al sumatorio de carotenoides, estriba en la 
compensación en las pérdidas de éste último por los aumentos de ésteres, algo que no 
ocurre de forma tan acusada en granos. La evolución a 37°C estuvo asociada por lo 
general con pérdidas más acusadas y próximas al agotamiento en harinas. A 50°C el 
comportamiento de los distintos pigmentos fue bastante similar tanto en granos como 
harinas, destacando en éstas últimas zeaxanteno y β-caroteno. 
Las fracciones esterificadas presentaron en ambos casos, granos y harinas, 
fenómenos de síntesis acompañados de degradación coexistiendo de forma competitiva, 
(Figuras 154 y 165). Los fenómenos sintéticos, aunque de naturaleza enzimática distinta en 
cada caso, son los responsables de una disminución en la intensidad degradativa 
traduciéndose finalmente en una mayor retención de estos pigmentos a lo largo del 
almacenamiento tanto en granos intactos como procesados. No obstante, la comparación 
entre las dos situaciones sugiere un ambiente distinto. En granos la tendencia general para 
la fracción de ésteres totales fue a la disminución conforme aumenta el tiempo y la 
temperatura pero dicha degradación se vio amortiguada por unos incrementos los cuales se 
intensificaron a 37°C. Como resultado de esto, al final del almacenamiento a 37°C se 
observaron pérdidas de pigmentos de tan sólo el 25% (75% a 50°C). Estos datos avalan el 
papel protector de la esterificación sobre los pigmentos a la vez que proporcionan indicios 
de una actividad enzimática esterificante in vivo modulada por la temperatura (Figura 156). 
En harinas el medio que rodea a los pigmentos es más agresivo ya que las condiciones no 
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solo propician la oxidación directa de éstos (Anderson et al., 2011) sino además facilita la 
actuación de enzimas degradativas como polifenol oxidasas, peroxidasas, lipoxigenasas y 
lipasas (Rani et al., 2001) al favorecerse el contacto entre éstas y sus sustratos. La 
inestabilidad de las harinas, en especial las integrales al contener las fracciones del grano 
con mayor aporte lipídico, como es el germen, es un factor relevante para la industria 
harino-panadera (Prabhasankar y Rao, 1999; Pareyt et al., 2011). Es importante controlar la 
degradación de la materia grasa para conseguir un producto viable y aceptable por el 
consumidor tras el almacenamiento prolongado, evitando además la pérdida de nutrientes 
esenciales del grano (Galliard, 1994; Nanditha y Prabhasankar, 2009; Doblado-Maldonado 
et al., 2012). Este ambiente oxidante que se describe queda reflejado inclusive para las 
fracciones esterificadas anulándose las mismas, a diferencia de la situación en granos, 
trascurrido el almacenamiento a 50°C (Figura 155). No obstante, a pesar de estas 
condiciones, el comportamiento observado en harinas refleja una actividad esterificante 
importante. Esto se observa para las temperaturas de 6 y 20°C a lo largo de todo el periodo 
de almacenamiento, y para las temperaturas de 37 y 50°C al inicio de ésta donde las 
condiciones degradativas todavía no se han agudizado debido al poco tiempo transcurrido. 
Esta situación intensa de síntesis enmascara el comportamiento esperable para harinas en 
las condiciones de almacenamiento impuestas, donde el fenómeno debería ser por 
excelencia catabólico (Schweiggert et al., 2007; Fu et al., 2010; Mertz et al., 2010). Bajo 
estas condiciones en trigo duro resultó complicado evaluar la capacidad que deporta para 
el pigmento el estar esterificado en términos estructurales, estrictamente de estabilidad, y 
como se afecta por el procesado del cereal. Esto implica que ambas situaciones, granos y 
harinas, resultarán próximas aunque, como se verá a continuación a nivel cinético, si se 
observará la ventaja de que el cereal presente en su composición una mayor proporción de 
carotenoides esterificados. En relación a la biosíntesis de ésteres en harinas, es destacable 
en primer lugar el comportamiento a 37°C, que a pesar de tratarse de una temperatura a la 
que se esperaría registrar pérdidas conforme avanza el tiempo de almacenamiento, como 
en el caso de granos, en harinas se resume como aumentos tanto para la fracción de 
monoésteres como ésteres totales (Figura 165). Y en segundo lugar, la generación de 
diésteres con la temperatura y debido al pool de monoésteres. La actividad sintética que se 
registra debe sin duda ser distinta a la que opera in vivo. Como se hipotetizó con 
anterioridad la síntesis en este caso podría sugerir la acción de enzimas tipo lipasas las 
cuales intensifican su actividad conforme el ambiente se hace más deshidratado (Golberg 
et al., 1990; Khan et al., 1990; Svensson et al., 1994). El incremento de temperatura 
propició justamente esto lo que explicaría el comportamiento dual, síntesis y degradación, a 
37 y 50°C en la evolución para las dos fracciones de ésteres de luteína (monoésteres y 
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diésteres). Esto indica que la síntesis de ésteres en este caso no es termoselectiva como 
en granos ya que acontece a todas las temperaturas, incluso a 50°C, pero sí es especifica 
en cuanto a los sustratos lipídicos implicados. 
Con respecto a los monoésteres presentes, tanto luteína monolinoleato como 
monopalmitato presentaban en granos un comportamiento donde la tendencia general fue a 
la amortiguación de las pérdidas. Esta característica fue aún más patente para luteína 
monolinoleato, presentándose como el monoéster más estable (Figuras 158). En cambio, la 
situación en harinas fue muy distante a la de granos, en especial a las temperaturas 6 y 
20°C, resultando más acusada para el monoéster con ácido palmítico (Figuras 168) debido 
probablemente a una mayor disponibilidad de dicho ácido graso. La pérdida de integridad 
celular que existe en harinas hace que la estabilidad de ambos monoésteres resulte ahora 
similar, como se deduce de los porcentajes de pérdidas obtenidos para ambos casos al 
final del periodo de almacenamiento (Tabla 34). Estos datos indican que es el estado de la 
matriz el factor condicionante y responsable de la menor estabilidad que presenta luteína 
monolinoleato en harinas. La influencia de la matriz en la estabilidad de carotenoides es un 
factor que ha sido apuntado como muy relevante por numerosos autores (Ribeiro y 
Schubert, 2003; Ferreira y Rodríguez-Amaya, 2008). Resulta interesante, y contrario a 
algunos trabajos, los datos obtenidos en el presente estudio para harinas ya que en estas 
condiciones sería esperable encontrar una mayor inestabilidad por parte de los ésteres con 
ácido linoleico que con palmítico, dada la naturaleza poliinsaturada del primero (Biacs et al., 
1989; Subagio et al., 1999; Pérez-Gálvez y Mínguez-Mosquera, 2002 a,b).  
 La transformación de grano en harina mediante molienda conllevó también algunos 
cambios destacables a nivel del comportamiento de los respectivos regioisómeros, 
indicando que la susceptibilidad a la degradación de los ésteres de luteína en la dos 
posibles posiciones de la molécula se ven también afectadas por el procesado del cereal 
(Figuras 160 y 170). Para el caso de los regioisómeros de luteína monolinoleato en granos, 
fue el regioisómero en posición 3 el que manifestó una intensa actividad de síntesis, 
registrando aumentos sobre todo a 37°C, concordante con la regioselectividad de las 
enzimas XAT por dicha zona de la molécula. Sin embargo se debe destacar que a 50°C fue 
el regioisómero en posición 3’ el más estable. En harinas esta característica se mantiene, 
siendo también éste regioisómero (luteína-3’-O-linoleato) el más estable, indicando la 
preferencia de las lipasas por la posición 3’ del anillo ε de luteína en la reacción de 
esterificación. Los aumentos registrados a 20 y 37°C al final de la experiencia y los 
porcentajes de síntesis también a esa última temperatura así lo indican (Tabla 34). Con 
respecto a la pareja de regioisómeros con ácido palmítico la influencia de la matriz es aún 
mayor, ya que en granos ambas posiciones de la molécula resultaban equivalentes. En 
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harinas, fue el regioisómero en posición 3’ el que resulta con mayor estabilidad teniendo en 
cuenta los aumentos finales registrados a 20 y 37°C (Figura 170) y los porcentajes de 
síntesis y degradación (Tabla 34), lo que se traduce en una inversión de los ratios 3/3’ 
conforme progresó el experimento (Figura 169). 
En términos cinéticos la comparación para carotenoides libres, permite observar 
algunas diferencias que merecen ser destacadas (Tablas 30 y 37). Como era de esperar los 
valores de k resultaron ser superiores en harinas siendo dicho efecto más acusado a las 
temperaturas 37 y 50°C. Los resultados a ésta última no son tan homogéneos existiendo 
discrepancias entre los pigmentos presentes, referidas más bien a la estructura del propio 
carotenoide y no al estado de la matriz donde se encuentren (Jørgensen y Skibsted, 1993; 
Mortensen y Skibsted, 1997). all-trans-Zeaxanteno y β-caroteno presentaron una diferencia 
importante en los valores de k a 50°C. Estos datos son consecuentes con las pérdidas más 
anticipadas que registraban ambos pigmentos finalizado el experimento en harinas (Figura 
165). Con respecto al resto de pigmentos (all-trans-luteína, luteína libre total, cis-luteína y 
carotenoides libres totales) los valores de k no presentaron diferencias tan acusadas. Esto 
implica que la velocidad de degradación no estaría tan influenciada por el procesado para 
los pigmentos libres. Conclusiones similares donde la influencia del estado de la matriz no 
repercute en la estabilidad del carotenoide a una temperatura dada fue también observado 
por Fish y Davis (2003) en un estudio realizado con tejido de melón cortado y molido. 
La situación para las fracciones totales (Tablas 31 y 38), conteniendo los pigmentos 
esterificados, fue distinta permitiendo observar que para dichas fracciones a 20 y 50°C la 
velocidad en harinas resultó ser inferior. A 37°C, y concordante con el aumento de la ruta 
de esterificación en granos, la situación fue opuesta. Este efecto se debe al porcentaje de 
pigmentos que se encuentran esterificados para ambas situaciones a cada temperatura. Es 
decir los resultados obtenidos están totalmente influenciados por la síntesis de ésteres que 
acontece en ambas situaciones y es el responsable de no advertir el efecto del procesado 
sobre el pigmento esterificado. Los aumentos registrados a 20 y 50°C que no acontecían en 
los granos pero si en harinas avalan también esta hipótesis. En cualquier caso, esto 
permite comprobar, como fue introducido con anterioridad, que la esterificación deporta un 
freno en la degradación siendo importante obtener cereales donde las condiciones 
propicien que una mayor proporción de pigmentos carotenoides se encuentren 
esterificados. Estos datos visualizados en términos de vida media (t1/2) y D son importantes. 
Para una temperatura de almacenamiento como 20°C y teniendo en cuenta que se trata de 
harinas sin refinar, luteína total presenta unos valores de t1/2 y D de 26 y 86 meses 
respectivamente frente a los obtenidos para granos cifrados en 15 y 49 meses. 
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Con respecto a las fracciones y pigmentos esterificados (Tablas 32 y 39) el análisis 
en este caso da una visión más precisa del efecto del procesado del alimento debido a que 
se trata de fracciones minoritarias. Los valores de k para todas las temperaturas obtenidas 
y pigmentos presentes se mostraron mayores para harinas. Esto es consistente con los 
datos expuestos con anterioridad y la naturaleza de las matrices analizadas. La fracción de 
monoésteres total presentó a 37 y 50°C valores de k para granos 6 y 3 veces inferior que 
sus homólogos en harinas, respectivamente. Para el caso de los regioisómeros algunas 
comparaciones pueden ser establecidas. El regioisómero en posición 3’ de luteína 
monolinoleato presentó a 50°C un valor de k en torno a 4 veces inferior en grano con 
respecto harina. Así mismo, para el caso de los regioisómeros de monopalmitato ambos 
mostraron a 37 y 50°C unos valores de k en torno a 3 y 2 veces inferior en granos con 
respecto a harinas. 
 
5.9.4.2. Análisis comparativo entre la evolución del contenido y composición de pigmentos 
carotenoides durante el almacenamiento prolongado de granos y sus correspondientes 
harinas en tritordeum. 
La visión que proporciona la comparación para la evolución de carotenoides totales 
entre granos y harinas en tritordeum presenta las mismas características que trigo duro 
(Figuras 152 y 163). Las pérdidas en granos deportan un comportamiento más 
amortiguado, para las temperaturas ensayadas, es decir una mayor estabilidad para los 
pigmentos entre las mismas lo cual está en conformidad con los resultados expuestos 
hasta el momento. Las temperaturas -32 y 6°C condujeron también a mermas superiores 
en granos, 30 y 30.5% que en harinas, 7 y 13% respectivamente, lo que implica que dicho 
efecto se produce para los dos cereales. Así mismo la temperatura de 20°C también 
registró mayor descenso en grano (44%) que en harinas (32%). 
 Con respecto a pigmentos libres (Figuras 157 y 167) ambos perfiles se diferencian 
de forma más patente para el caso de cis-luteína, siendo el comportamiento a 37°C muy 
distante entre el material intacto y el molido. El paso de grano a harina no deporta una 
pauta muy consensuada a 20°C entre los pigmentos presentes. Así para all-trans-luteína las 
pérdidas se incrementaron, para cis-luteina permanecieron similares y para β-caroteno 
disminuyeron. Con respecto a este último, la temperatura de 50°C, al igual que en trigo 
duro, produce una desaparición más rápida siendo en harinas cuatro meses antes que en 
granos. Este dato está en consonancia con el cambio de matriz y con la vulnerabilidad de 
dicho carotenoide en las condiciones ensayadas. Así mismo, las respectivas pérdidas a 37 
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y 50°C mayores en harinas que en granos también para los demás pigmentos, all-trans-
luteina y cis-luteina, se encuentran concordantes con dicha transición. 
 Como se ha descrito para trigo duro, la evolución de las fracciones esterificadas 
obedece al concurso de dos fenómenos opuestos, síntesis y degradación, estando ambos 
presentes tanto en granos como en harinas y siendo la actividad aciltransferasa de 
naturaleza enzimática distinta (Figuras 157 y167). La comparación en tritordeum muestra 
una situación más próxima, de la evolución a lo largo del almacenamiento de estas 
fracciones, entre ambos estados de la matriz. Las harinas no presentan unos aumentos tan 
acusados, aunque fueron superiores a los que acontecían en granos, como se refleja en la 
evolución para la fracción de diésteres. Las fracciones monoesterificadas, debido a su 
situación intermedia en la ruta sintética de ésteres de luteína, presentan una pauta 
dominada por descensos que incrementan con la temperatura y coincide con los aumentos 
de la fracción de diésteres. Esta característica fue común para granos y harinas, aunque el 
balance entre los fenómenos anabólicos/catabólicos (pigmentos esterificados y 
degradados) fue dependiente de la temperatura impuesta. Al igual que en trigo duro, a 20°C 
se observaron pérdidas mayores en granos (31%) que harinas (18%), observándose lo 
contrario a 37°C (41% para granos y 78% para harinas). Se debe tener en cuenta que a 
37°C la influencia de factores como el estrés oxidativo del medio (harinas) y la 
termodegradación debe de ser relevante. A 50°C el sumatorio de ambos factores genera la 
desaparición de la fracción monoesterificada en el octavo mes de almacenamiento en 
harinas, mientras que en granos se observa una retención del 14% al final del periodo de 
ensayo. La actividad sintética culmina con el grupo de diésteres los cuales manifiestan una 
diferencia de intensidad en la misma siendo superior, como se ha indicado, en harinas. El 
cambio ocasionado en el medio se visualiza nuevamente a 50°C trascurrido el 
almacenamiento produciéndose solo en granos una retención en pigmentos del 39%. No 
obstante, en ambas situaciones, se refleja la protección traducida en una mayor retención 
como consecuencia de la esterificación del pigmento, incrementandose dicha protección 
con el grado de esterificación. 
 La comparación más detallada para pigmentos esterificados, implica cambios en la 
estabilidad como se refleja en los perfiles de evolución a lo largo del almacenamiento 
(Figuras 161 y 171). Sin embargo, luteína monolinoleato sigue manifestándose tanto en 
granos como harinas como el monoéster más estable. El dato destacable son las pérdidas 
registradas a 37 y 50°C, siendo en harinas para los dos monoésteres superiores a las 
obtenidas en granos. Igualmente los aumentos registrados a 6 y 20°C en harinas para 
luteína monolinoleato contrastan con las pérdidas observadas en granos. El perfil de luteína 
monopalmitato también diferencia a ambos materiales, grano intacto y molido, aunque en 
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este caso se mantiene una pauta más conservadora al final del almacenamiento. El paso 
de grano a harina también proporciona aspectos a comentar a nivel de los distintos 
regioisómeros (Figuras 162 y 172). Para el caso de los regioisómeros con ácido linoleico, 
fueron las formas esterificadas en la posición 3’ de luteína las que mostraron de nuevo 
mayor estabilidad frente a los correspondientes regioisómeros en la posición 3, lo que 
indica un nulo o reducido efecto del procesado por molienda. Con respecto a los 
regioisómeros del éster monopalmitato el análisis comparativo si muestra en este caso 
mayores diferencias. En los granos las dos posiciones resultaban ser igualmente 
equivalentes no estableciéndose diferencias llamativas en las pérdidas registradas tras el 
almacenamiento. Sin embargo, para el caso de harinas, la perdida de integridad celular se 
traduce en este caso en una mayor estabilidad para las posiciones 3’ frente a las 3. El 
conjunto de diésteres (Figuras 161 y 171) guarda una cierta similitud, entre granos y 
harinas, manteniendo una tendencia más favorable conforme incrementa la temperatura 
hasta 37°C. En ambos casos, fueron los diésteres con ácido linoleico (luteína dilinoleato y 
luteína linoleatopalmitato) los más estables.  
 Los resultados expuestos con anterioridad pueden ser también visualizados en 
términos cinéticos. Estableciendo primero la comparación para los pigmentos libres (Tablas 
30 y 37) éstos presentan constantes de velocidad a 37 y 50°C superiores en harinas que en 
granos, aproximadamente 3 y 2.5 veces respectivamente. cis-Luteína y β-caroteno suponen 
casos extremos debido a unas diferencias más acusadas para el primero, con respecto al 
resto de pigmentos, así como escasa diferencias para el segundo. Esto indica en conjunto 
que la degradación de los pigmentos libres cursó más rápidamente en harinas. Al igual que 
se ha comentado con anterioridad, los incrementos de ésteres que acontecen a cada 
temperatura, tanto en grano como en harina, queda reflejado en el efecto global de las 
pérdidas para las fracciones totales lo cual también se traduce a nivel cinético (Tablas 31 y 
38). A 37°C los valores de k resultaron aproximadamente 1.5 veces superior en harinas, 
situación opuesta a 20°C. A 50°C la velocidad de la reacción de degradación cursa 2.5 
veces más rápido en harinas que en granos. Estos datos son consecuentes con los niveles 
nulos registrados de forma generalizada entre todos los pigmentos presentes, incluidos los 
esterificados, a dicha temperatura finalizado el experimento en harinas. En granos ningún 
pigmento esterificado desapareció completamente a la finalización del periodo de 
almacenamiento. Los valores de t1/2 y D para ambas situaciones, trasladables tanto a 
fracciones de pigmentos libres (Tablas 30 y 37), como totales (Tablas 31 y 38), son 
congruentes con lo expuesto en el presente apartado para los valores de k ya que se 
encuentran inversamente relacionados con éstos. Al igual que en trigos, cabe destacar los 
valores obtenidos para luteína y carotenoides totales a la temperatura de conservación de 
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20°C. El almacenamiento de harinas se caracterizó por presentar valores de vida media 
incrementados en 5 meses con respecto a granos tanto para el caso de luteína total como 
para el total de carotenoides presentes. 
 El análisis para pigmentos esterificados (Tablas 32 y 39), reveló que el cambio de 
grano a harina implica una mayor velocidad en harinas cursando la degradación más 
rápida. Estos resultados, generalizados para todas las temperaturas y pigmentos 
esterificados, son impuestos por la influencia del medio de reacción (efecto del procesado). 
La fracción de monoésteres a 37 y 50°C presentó valores de k de 3 y 4 veces superior en 
harinas que en granos. El análisis particular para regioisómeros permite realizar alguna 
consideración. Para el caso de luteína-3’-O-linoleato la velocidad de degradación a 50°C 
transcurrió nueve veces más rápida en harinas. Para luteína-3-O-linoleato la reacción cursa 
con una velocidad a 50°C de 4 veces superior en harinas. Con respecto a los regioisómeros 
con ácido palmítico, luteína-3’-O-palmitato presentó valores de k a 37 y 50°C de 2 y 4 veces 
superior en harinas, así como luteína-3-O-palmitato de 4 veces superior para ambas 
temperaturas. La fracción de diésteres total mostró una diferencia aún más acusada, que la 
de monoesteres, acelerándose la reacción en harinas 7 veces más a 50°C. Finalmente los 
datos obtenidos para la fracción de ésteres totales mostró un valor de k de 4.5 veces 
superior en el material molido.  
En el campo de los cereales la evaluación de la estabilidad de carotenoides durante 
los distintos sistemas de procesado aplicados ha sido analizada por otros autores (Abdel-
AAl et al., 2010; Hidalgo et al., 2010; Fratianni et al., 2012). Estos trabajos, al igual que el 
descrito en la presente Tesis Doctoral, proporcionan una visión del impacto del 
procesamiento de dichos alimentos sobre la calidad nutricional de los mismos. Esto resulta 
realmente importante ya que los cereales se consumen generalmente modificados 
mediante dichos tratamientos. Sin embargo, aunque estos tratamientos repercuten de 
forma negativa en el contenido de estos fitoquímicos, como se ha expuesto, pueden tener 
al mismo tiempo efectos beneficiosos. La molienda provoca la alteración de la matriz 
alimentaria mediante la rotura de las paredes celulares y membranas, facilitando la 
liberación y solubilización de los nutrientes que se deriva en un incremento en la 
biodisponibilidad para el consumidor. Paralelo a esto, el aumento del carácter lipofílico que 
confiere la esterificación al carotenoide presenta ventajas también en este sentido. Uno de 
las fases que comprende el proceso de absorción de carotenoides, debido a su naturaleza 
lipofílica, es el paso a micelas mixtas o micelarización para ingresar en las células de la 
mucosa intestinal (Erdman et al., 1993). Existen bastantes evidencias, observadas en 
modelos de digestión in vitro, de una correlación positiva entre aumento de grasas y 
porcentajes de carotenoides en las micelas (Garrett et al., 1999; Granado-Lorencio et al., 
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2007; Hornero-Méndez y Mínguez-Mosquera, 2007). La mayoría de estos trabajos se han 
realizado con frutos y vegetales siendo escasos los que se realizan con cereales (Kean et 
al., 2008). En un trabajo realizado por Werner y Böhm (2011), los autores advierten sin 
embargo que los productos de pasta parecen ser una óptima fuente de luteína, mostrando 
ésta un buen grado de bioaccesibilidad en pruebas similares de digestiones in vitro. Esto 
unido al consumo generalizado, convierte a los cereales en alimentos muy interesantes 
como fuente de carotenoides en la dieta. 
Los estudios de evolución y estabilidad del contenido carotenoide durante el 
almacenamiento de granos y harinas que han sido descritos son determinantes e 
imprescindibles para desarrollar cereales con un mayor contenido y preservación de estos 
fitonutrientes, como es el caso de tritordeum (biofortificación), o examinar la efectividad en 
este sentido de productos fortificados. La posible fortificación de harinas de cereales con 
enzimas tipo lipasas podría ser una estrategia para conseguir cereales con un mayor 
porcentaje de pigmentos esterificados. No obstante, dichas enzimas podrían encontrarse 
también catalizando la reacción opuesta. La rancidez hidrolítica es junto con la oxidativa los 
procesos degradativos de lípidos más importantes que acontecen durante el 
almacenamiento de harinas integrales (Galliard, 1986; Doblado-Maldonado et al., 2012). 
Por lo que la adición de lipasas debería hacerse teniendo en cuenta ambas reacciones, 
síntesis e hidrólisis, e intentar favoreciendo la primera frente a la segunda. En cualquier 
caso, el aumento en pigmentos esterificados se traduce, en definitiva, en una mayor 
capacidad de retención y velocidades de degradación más lentas para el total de 
carotenoides presentes, bajo determinadas condiciones de almacenamiento, bien del 
cereal o del producto derivado.  
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Figura 163. Evolución del contenido carotenoide total (μg/g) presente en harinas integrales de 
tritordeum (HT621) y trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento prolongado (12 meses) a -
32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error estándar de tres 
análisis (n=3). 
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Figura 164. Evolución del perfil cromatográfico de pigmentos carotenoides presentes en harinas 
integrales de tritordeum (HT621) y trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento prolongado (12 
meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. PI: patrón interno. *Para las muestras mantenidas a 50°C el 
contenido carotenoide alcanzó niveles no cuantificables a partir del décimo mes.  
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Figura 165. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
zeaxanteno y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres 
totales) presentes en harinas integrales de trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento 
prolongado (12 meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media 
y el error estándar de tres análisis (n=3). 
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Figura 166. Efecto de la temperatura (-32, 6, 20 37 y 50°C) sobre el grado de esterificación de luteína 
durante el almacenamiento prolongado (12 meses) de harinas integrales de tritordeum (HT621) y 
trigo duro (Don Pedro). Para cada especie, los datos expresan la contribución porcentual de cada 
fracción (libre, monoesterificada y diesterificada). 
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Figura 167. Evolución del contenido (μg/g) en carotenoides individuales (all-trans-luteína, cis-luteína 
y -caroteno) y fracciones esterificadas de luteína (monoésteres, diésteres y ésteres totales) 
presentes en harinas integrales de tritordeum (HT621) durante el almacenamiento prolongado (12 
meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media y el error 
estándar de tres análisis (n=3). 
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Figura 168. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes presentes en harinas integrales de trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento 
prolongado (12 meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media 
y el error estándar de tres análisis (n=3). 
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Figura 169. Cambios en los ratios de las fracciones de luteína monesterificada y los 
correspondientes regioisómeros presentes en harinas integrales de tritordeum (HT621) y trigo duro 
(Don Pedro) durante el almacenamiento prolongado (12 meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores 
representados corresponden a la media y el error estándar de tres análisis (n=3). Lut monoP 
(Luteína monopalmitato), Lut monoL (Luteína monolinoleato), Lut-3-O-L (Luteína-3-O-linoleato), Lut-
3’-O-L (Luteína-3’-O-linoleato), Lut-3-O-P (Luteína-3-O-palmitato), Lut-3’-O-P (Luteína-3’-O-
palmitato).   
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Figura 170. Cambios en el contenido de regiosómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato presentes en harinas integrales de trigo duro (Don Pedro) durante el almacenamiento 
prolongado (12 meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media 
y el error estándar de tres análisis (n=3). 
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Figura 171. Evolución individual del contenido (μg/g) en monoésteres y diésteres de luteína 
presentes presentes en harinas integrales de tritordeum (HT621) durante el almacenamiento 
prolongado (12 meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media 
y el error estándar de tres análisis (n=3). 
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Figura 172. Cambios en el contenido de regiosómeros de luteína monolinoleato y luteína 
monopalmitato presentes en harinas integrales de tritordeum (HT621) durante el almacenamiento 
prolongado (12 meses) a -32, 6, 20, 37 y 50°C. Los valores representados corresponden a la media 
y el error estándar de tres análisis (n=3). 
 
 
      
Resultados y Discusión 
347 
 
Tabla 33. Composición cualitativa y cuantitativa (µg/g)* de pigmentos carotenoides presentes en 

































all-trans-Zeaxanteno - 0.08 ± 0.00 
all-trans-Luteína  3.95 ± 0.04 1.08 ± 0.02 
9-cis-Luteína 0.19 ± 0.01 0.06 ± 0.00 
13-cis-Luteína 0.23 ± 0.01 0.12 ± 0.00 
Luteína monolinoleato 0.87 ± 0.00 0.03 ± 0.00 
Luteína-3’-O-monolinoleato 0.15 ± 0.00 0.01 ± 0.00 
Luteína-3-O-monolinoleato 0.72 ± 0.01 0.01 ± 0.00 
Luteína monopalmitato 1.50 ± 0.01 0.01 ± 0.00 
Luteína-3’-O-monopalmitato 0.49 ± 0.01 0.00 ± 0.00 
Luteína-3-O-monopalmitato 1.01 ± 0.02 0.00 ± 0.00 
Luteína dilinoleato  0.12 ± 0.00 - 
Luteína linoleatopalmitato 0.42 ± 0.01 - 
Luteína dipalmitato 0.41 ± 0.01 - 
all-trans-β-Caroteno 0.06 ± 0.00 0.02 ± 0.00 
   
Luteína total 7.77 ± 0.07 1.29 ± 0.02 
Monoésteres totales  2.37 ± 0.01 0.04 ± 0.00 
Diésteres totales  0.96 ± 0.01 - 
Esteres totales  3.33 ± 0.02 0.04 ± 0.00 
Carotenoides totales  7.83 ± 0.07 1.39 ± 0.03 
*La tabla representa los valores medios y error estándar de la media para 
cinco replicados (n=5). 
     




Tabla 34. Resumen de los fenómenos sintéticos y degradativos para las fracciones de monoésteres y sus 
respectivos regioisómeros presentes en harinas de trigo duro sometidas a almacenamiento prolongado en 















-32°C D§: 5 % D: 7 % D: 3 % D: 8 % D: 8 % D: 8 % 
6°C S#:165 % S:159 % S:170 % S: 327 % S: 246 % S: 392 % 
20°C S: 304.1 % S: 375 % S: 236 % S: 619 % S: 900 % S: 393 % 
37°C S: 0-2 meses 
340 %  
D: 3-12 meses 
78 % 
S: 0-5 meses 
385 %  
D: 6-12 meses 
76 % 
S: 0-2 meses 
325 %  
D: 3-12 meses 
82 % 
S: 0-2 meses 
930 %  
D: 3-12 meses 
80% 
S: 0-2 meses 
1200 %  
D: 3-12 meses 
77 % 
S: 0-2 meses 
713 %  
D: 3-12 meses 
84 % 
50°C S: 0-1 meses 
279 % 
D: 2-12 meses 
100 % 
S: 0-1 meses 
337 % 
D: 2-12 meses 
100 % 
S: 0-1 meses 
224 % 
D: 2-12 meses 
100 % 
S: 0-1 meses 
797 % 
D: 2-12 meses 
100 % 
S: 0-1 meses 
1143 % 
D: 2-12 meses 
100 % 
S: 0-1 meses 
517 % 
D: 2-12 meses 
100 % 
*Para las temperaturas -32, 6 y 20°C solo reflejan una tendencia a lo largo del almacenamiento por lo que en este caso los 
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Tabla 35. Ajuste a un modelo cinético de orden cero (C-C0=-kt) de la evolución del contenido 
pigmentos libres (no esterificados) presentes en harinas de tritordeum y trigo duro sometidas a 
almacenamiento prolongado en condiciones de temperatura controlada.  
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Tabla 36. Ajuste a un modelo cinético de orden cero (C-C0=-kt) de la evolución del contenido de 
pigmentos totales (incluyendo xantofilas esterificadas) presentes en harinas de tritordeum y trigo 
duro sometidas a almacenamiento prolongado en condiciones de temperatura controlada.  
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Tabla 37. Ajuste a un modelo cinético de primer orden (Ln(C/C0)=-kt) de la evolución del contenido 
pigmentos libres (no esterificados) presentes en harinas de tritordeum y trigo duro sometidas a 
almacenamiento prolongado en condiciones de temperatura controlada. 
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Tabla 38. Ajuste a un modelo cinético de primer orden (Ln(C/C0)=-kt) de la evolución del contenido 
de pigmentos totales (incluyendo xantofilas esterificadas) presentes en harinas de tritordeum y trigo 
duro sometidas a almacenamiento prolongado en condiciones de temperatura controlada.  
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Tabla 39. Constantes de velocidad y coeficientes de correlación para un modelo cinético de primer 
orden en pigmentos esterificados en harinas de tritordeum y trigo duro sometidos a almacenamiento 
prolongado. 
 





























































       















       















       

































       

































       















       















       





















































1. La caracterización de la composición carotenoide en trigo duro y tritordeum ha permitido 
por vez primera realizar un estudio detallado y comparativo de líneas avanzadas de 
tritordeum y variedades comerciales de trigo duro. Aunque en ambos casos el pigmento 
mayoritario es luteína existe una clara diferenciación en base al contenido carotenoide, 
el cual es mayor en tritordeum y al perfil de carotenoides individuales. Tritordeum se 
caracteriza por la presencia de ésteres de luteína con ácidos grasos (monoésteres y 
diésteres), así como por la ausencia de zeaxanteno y -caroteno, los cuales si 
singularizan a trigo duro. La presencia de ésteres de luteína no es exclusiva de 
tritordeum pudiéndose encontrar en granos de trigo duro bajo determinadas condiciones 
de almacenamiento. 
 
2. La asimetría de la molécula de luteína, con un anillo β- y un anillo ε- en cada extremo de 
la molécula, convierte en no equivalentes a los grupos hidroxilo de las posiciones 3 y 3’, 
por lo que existe la posibilidad de presencia de regioisómeros dentro de las fracciones 
de monoésteres y diésteres. En base a esto, la naturaleza de la esterificación de luteína 
en tritordeum ha sido identificada posibilitando la asignación estructural de los 
correspondientes regioisómeros, siendo la primera vez que se realiza en un cereal. La 
combinación de técnicas cromatografícas y de espectroscopía de masas (LC/MS) y el 
estudio de la fragmentación molecular ha resultado ser crucial para tal fin. La fracción de 
monoésteres la conforman los regioisómeros luteína-3’-O-linoleato, luteína-3-O-
linoleato, luteína-3’-O-palmitato y luteína-3-O-palmitato, mientras que la fracción de 
diésteres está integrada por 2 homoésteres, luteína dilinoleato y luteína dipalmitato, y 
por los dos regioisómeros de un heretodiéster, luteína-3’-O-linoleato-3-O-palmitato y 
luteína-3’-O-palmitato-3-O-linoleato.  
 
3. El estudio comparado de las distintas fracciones de luteína monoesterificadas permite 
afirmar que su formación, tanto por reacción química como mediada por enzimas, se 
realiza de forma preferencial sobre el grupo hidroxilo de la posición 3 del anillo β-. Los 
ésteres con ácido palmítico (monoésteres y diésteres) fueron siempre los más 
abundantes, sugiriendo una actividad acetiltransferasa preferencial sobre este ácido.  
 
4. Los ácidos grasos que participan en la esterificación, palmítico y linoléico son los 
mayoritarios, junto con oléico, del perfil de ácidos grasos totales. Esto es válido tanto 
para tritordeum como para trigo duro, por lo que se puede afirmar que la formación de 




ésteres de xantofilas es independiente de la composición del pool de lípidos totales. Los 
resultados obtenidos indican que el proceso de esterificación de xantofilas es altamente 
selectivo y apunta a que las moléculas implicadas en la donación/trasferencia de grupos 
acilo pueden ser monogalactosildiacilglicerol (MGDG) y digalactosildiacilglicerol 
(DGDG) debido a su abundancia en el endospermo de trigo y a su composición en 
ácidos grasos. La sencillez del perfil de esterificación que ha sido caracterizado en 
tritordeum podría convertir al anfiploide en un modelo vegetal ideal para la 
caracterización molecular y genética del proceso de esterificación de xantofilas en 
vegetales. 
  
5. Por primera vez se ha caracterizado el perfil carotenoide de los granos de Hordeum 
chilense. La abundancia de ésteres de luteína en el perfil, y la concordancia del mismo 
con el de tritordeum, avala, sin género de dudas, que el origen de la esterificación de 
luteína del anfiploide deriva del fondo genético de este parental.  
 
6. El análisis organográfico del grano de cereal, endospermo y embrión, confirmó la 
presencia en ambas zonas de ésteres de luteína en tritordeum. Éstos se concentraron 
mayoritariamente en el endospermo lo que evidencia una actividad esterificante 
preferencial en el tejido de reserva del grano. La determinación del perfil de ácidos 
grasos indicó que la presencia de ésteres de luteína viene limitada por la existencia de 
enzimas especificas (denominadas XAT: Xanthophyll acetyltransferase) y no por la 
disponibilidad de los sustratos.  
 
7. Durante el desarrollo de los granos de cereal acontecen una serie de cambios 
metabólicos y bioquímicos, incluyendo la biosíntesis y acumulación de pigmentos 
cloroplásticos (clorofilas y carotenoides). La detección de carotenoides desde el inicio 
del desarrollo prueba un papel relevante de éstos en la morfogénesis de la semilla, 
siendo sus tasas de síntesis y reposición constantes. Trigo duro presentó un contenido 
mayor de pigmentos cloroplásticos, a lo largo del desarrollo, situación que se invierte en 
el grano maduro. Esto indica una mayor capacidad de retención y almacenamiento de 
pigmentos en tritordeum durante el periodo final de maduración, favorecido por el 
proceso de esterificación activado en este periodo postdesarrollo. 
 
8. La evolución biosintética de carotenoides fue distinta en granos de trigo duro y tritordeum 
revelando diferencias genéticas importantes a nivel de especie. El proceso de desarrollo 
y maduración aconteció más rápidamente en trigo duro, mientras que tritordeum mostró 




una activación de los procesos carotenogénicos en estadios previos a la maduración. La 
relación entre las ramas βε/ββ de la carotenogénesis en tritordeum experimenta un claro 
incremento traducido en un mayor contenido en luteína. El análisis de los genes 
carotenogénicos indicó un perfil de expresión temporal modulado por el estadio de 
desarrollo del grano. Los genes psy1 y εLcy mostraron diferencias en la evolución de 
sus transcrito para ambos cereales. Mientras que tritordeum se caracterizó por una 
activación de ambos genes conforme avanzó el desarrollo de los granos, los granos de 
trigo duro experimentaron un descenso en los mismos. Estos datos son relevantes 
debido a la implicación de estos genes en el control de la acumulación y variabilidad del 
contenido carotenoide en cereales. 
  
9. Los experimentos de almacenamientos en postcosecha de granos de trigo duro y 
tritordeum, puso de manifiesto la operatividad de las rutas de biosíntesis de 
carotenoides en ambos cereales cuyo alcance es dependiente del grado de madurez de 
las semillas. La esterificación de luteína por concurso de enzimas XAT en tritordeum se 
indujo y/o moduló por la temperatura, revelando que la ruta de esterificación continua 
operativa a lo largo del periodo de almacenamiento coincidiendo con la dormancia de la 
semilla. La mayor estabilidad de las xantofilas esterificadas, frente a las libres, explican 
las mayores tasas de retención de carotenoides en tritordeum. 
 
10. El almacenamiento prolongado de los granos puso de manifiesto que el efecto de la 
esterificación de los pigmentos se traduce en una menor velocidad de degradación y 
una consecuente prolongación de la vida media del contenido carotenoide de los 
granos, siendo este efecto mayor para tritordeum. La estabilidad de los pigmentos 
esterificados aumentó con el grado de esterificación de los mismos. Las condiciones 
aplicadas revelaron diferencias de estabilidad en función del ácido graso implicado en la 
esterificación y su posición en la molécula de luteína.  
 
11. La pérdida de compartimentación celular y el aumento de la superficie específica 
ocasionada por la molienda de los granos incrementa la posibilidad de degradación de 
los carotenoides presentes en harinas. El efecto de la temperatura durante el 
almacenamiento de harinas integrales de trigo duro y tritordeum fue basicamente 
catabólico obedeciendo a un modelo cinético de primer orden claramente dependiente 
de la temperatura. La esterificación también deporta para el pigmento una protección 
frente a la degradación en harinas, traducida en mayores tasas de retención. Las 
experiencias de almacenamiento prolongado de granos y harinas han permitido 




proponer la existencia de un proceso de esterificación común para ambos cereales. 
Esta reacción de esterificación podría estar mediada por lipasas, presentando 
preferencia por la posición 3’ de luteína y por el ácido linoleico. Las harinas integrales de 
tritordeum presentaron pérdidas más acusadas de carotenoides libres y esterificados, 
manifestando velocidades de degradación mayores que en trigo duro, que pudiera estar 
mediado por una mayor actividad esterificante en las harinas de éstos últimos. 
 
12. Los resultados de la presente Tesis Doctoral indican que los estudios de biofortificación 
y mejora de cereales dirigidos al aumento del contenido carotenoide deberían basarse 
en la selección de variedades con mayor concentración de xantofilas esterificadas al 
objeto de incrementar la capacidad de acumulación de los mismos y su estabilidad en 
las semillas.  





































Tabla A1. Evolución del peso del grano (mg)
1
 durante el periodo de desarrollo y maduración en 
líneas avanzadas de tritordeum y variedades de trigo duro. 
  Estadío de desarrollo
2
 
Cereal  E1 E2 E3 E4 EF
3
 
Tritordeum       
HT 621  16.7 ± 1.2
a 
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Los valores se corresponden con la media y el error estándar de la media para seis determinaciones (tres por bloque). 
Para cada estadío, y con respecto a cada tipo de muestra (trigo duro o tritordeum), los valores que muestran distinto 
superíndice presentan diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
El peso del grano en el estado final (EF) se determinó como peso medio de 50 granos. El valor mostrado corresponde a la 
media entre bloques. 
 






Tabla A2. Evolución del contenido en agua (% humedad)
1
 del grano durante el periodo de 
desarrollo y maduración en líneas avanzadas de tritordeum y variedades de trigo duro. 
  Estadío de desarrollo
2
 
Cereal  E1 E2 E3 E4 EF
3
 
Tritordeum       







a 11.4 ± 0.3
a
 







b 10.5 ± 0.2
bd
 







b 10.9 ± 0.2
acd
 







b 10.1 ± 0.2
b
 







b 10.6 ± 0.1
bc
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Los valores se corresponden con la media y el error estándar de la media para cuatro determinaciones (dos por bloque). 
Para cada estadío, y con respecto a cada tipo de muestra (trigo duro o tritordeum), los valores que muestran distinto 
superíndice presentan diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 







Tabla A3. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de trigo duro (variedad Don Pedro). 
Don Pedro  Estadío de desarrollo2 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.09 ± 0.00a 0.21 ± 0.01b 0.23 ± 0.01b 0.23 ± 0.01b - 
Violaxanteno3  0.18 ± 0.01a 0.45 ± 0.03b 0.52 ± 0.01b 0.77 ± 0.02c - 
all-trans-Anteraxanteno  0.03 ± 0.00a 0.06 ± 0.01b 0.07 ± 0.00bc 0.08 ± 0.00c - 
all-trans-Zeaxanteno   0.01 ± 0.00a 0.02 ± 0.00b 0.02 ± 0.00b 0.03 ± 0.00c 0.01 ± 0.00 
Luteína4  0.27 ± 0.01a 0.64 ± 0.03b 0.72 ± 0.01b 0.88 ± 0.03c 0.16 ± 0.00 
all-trans-β-Caroteno  0.12 ± 0.01a 0.27 ± 0.01b 0.30 ± 0.00b 0.28 ± 0.01b 0.00 ± 0.00 
Luteína monoéster5  - - - - - 
Luteína diéster6  - - - - - 
Clorofila a  4.54 ± 0.19a 10.64 ± 0.71b 11.09 ± 0.13b 10.65 ± 0.49b - 
Clorofila b  1.48 ± 0.05a 3.73 ± 0.26b 3.91 ± 0.04b 3.71 ± 0.20b - 
       
Luteína total7  0.27 ± 0.01a 0.64 ± 0.03b 0.72 ± 0.01b 0.88 ± 0.03c 0.16 ± 0.00 
Carotenoides totales8  0.69 ± 0.03a 1.66 ± 0.10b 1.85 ± 0.03b 2.27 ± 0.08c 0.18 ± 0.01 
Clorofilas totales9  6.03 ± 0.24a 14.37 ± 0.97b 15.00 ± 0.16b 14.36 ± 0.68b - 
Relación Cl a/Cl b  3.06 ± 0.04
a 2.85 ± 0.01b 2.83 ± 0.02b 2.87 ± 0.04b - 
Relación Cl total/Car total  8.69 ± 0.17
a 8.65 ± 0.08a 8.10 ± 0.20b 6.32 ± 0.16c - 
Relación ramas βε/ββ10  0.64 ± 0.01
a 0.64 ± 0.01a 0.64 ± 0.01a 0.64 ± 0.01a - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 
 







Tabla A4. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de trigo duro (variedad Simeto). 
Simeto  Estadío de desarrollo 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.15 ± 0.01a 0.24 ± 0.04a 0.38 ± 0.01b 0.44 ± 0.05b - 
Violaxanteno3  0.30 ± 0.01a 0.44 ± 0.07a 0.77 ± 0.02b 1.07 ± 0.12c - 
all-trans-Anteraxanteno  0.04 ± 0.00a 0.05 ± 0.01ab 0.07 ± 0.01b 0.10 ± 0.01c - 
all-trans-Zeaxanteno   0.02 ± 0.00a 0.02 ± 0.00a 0.02 ± 0.00b 0.04 ± 0.00c 0.02 ± 0.00 
Luteína4  0.42 ± 0.01a 0.64 ± 0.11a 1.06 ± 0.01b 1.34 ± 0.16b 0.15 ± 0.00 
all-trans-β-Caroteno  0.18 ± 0.01a 0.30 ± 0.05b 0.50 ± 0.02c 0.43 ± 0.03c 0.00 ± 0.00 
Luteína monoéster5  - - - - - 
Luteína diéster6  - - - - - 
Clorofila a  7.72 ± 0.24a 12.21 ± 1.81b 18.21 ± 0.75c 17.72 ± 1.83c - 
Clorofila b  2.46 ± 0.12a 4.24 ± 0.73a 6.87 ± 0.23b 7.22 ± 0.88b - 
       
Luteína total7  0.42 ± 0.01a 0.64 ± 0.11a 1.06 ± 0.01b 1.34 ± 0.16b 0.15 ± 0.00 
Carotenoides totales8  1.11 ± 0.03a 1.69 ± 0.28a 2.81 ± 0.07b 3.43 ± 0.37b 0.17 ± 0.00 
Clorofilas totales9  10.18 ± 0.36a 16.44 ± 2.54b 25.08 ± 0.97c 24.93 ± 2.71c - 
Relación Cl a/Cl b  3.14 ± 0.06
a 2.92 ± 0.08b 2.65 ± 0.03c 2.47 ± 0.06c - 
Relación Cl total/Car total  9.18 ± 0.11
a 9.79 ± 0.15b 8.92 ± 0.15a 7.27 ± 0.05c - 
Relación ramas βε/ββ10  0.62 ± 0.02
a 0.60 ± 0.01a 0.60 ± 0.01a 0.64 ± 0.02a - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 
 







Tabla A5. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de trigo duro (variedad Claudio). 
Claudio  Estadío de desarrollo 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.10 ± 0.02a 0.20 ± 0.01b 0.32 ± 0.01c 0.33 ± 0.04c - 
Violaxanteno3  0.21 ± 0.03a 0.37 ± 0.02b 0.66 ± 0.01c 0.79 ± 0.07c - 
all-trans-Anteraxanteno  0.02 ± 0.00a 0.05 ± 0.00b 0.05 ± 0.00b 0.06 ± 0.00c - 
all-trans-Zeaxanteno   0.01 ± 0.01a 0.01 ± 0.00a 0.01 ± 0.00a 0.03 ± 0.00b 0.01 ± 0.00 
Luteína4  0.29 ± 0.05a 0.62 ± 0.00b 0.98 ± 0.03c 1.03 ± 0.11c 0.14 ± 0.00 
all-trans-β-Caroteno  0.12 ± 0.02a 0.26 ± 0.00b 0.38 ± 0.01c 0.36 ± 0.04c 0.00 ± 0.00 
Luteína monoéster5  - - - - - 
Luteína diéster6  - - - - - 
Clorofila a  4.72 ± 1.01a 10.29 ± 0.54b 14.77 ± 0.27c 14.16 ± 1.60c - 
Clorofila b  1.51 ± 0.31a 3.50 ± 0.17b 5.43 ± 0.13c 5.59 ± 0.77c - 
       
Luteína total7  0.29 ± 0.05a 0.62 ± 0.01b 0.98 ± 0.03c 1.03 ± 0.11c 0.14 ± 0.00 
Carotenoides totales8  0.75 ± 0.12a 1.51 ± 0.05b 2.41 ± 0.05c 2.60 ± 0.26c 0.15 ± 0.00 
Clorofilas totales9  6.23 ± 1.32a 13.79 ± 0.71b 20.21 ± 0.40c 19.75 ± 2.37c - 
Relación Cl a/Cl b  3.11 ± 0.05
a 2.94 ± 0.01a 2.72 ± 0.03b 2.56 ± 0.07b - 
Relación Cl total/Car total  8.08 ± 0.46
a 9.16 ± 0.16b 8.40 ± 0.12ab 7.56 ± 0.15a - 
Relación ramas βε/ββ10  0.62 ± 0.03
a 0.71 ± 0.01b 0.69 ± 0.01b 0.66 ± 0.01ab - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 
 







Tabla A6. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de trigo duro (variedad Kofa). 
Kofa  Estadío de desarrollo 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.14 ± 0.01a 0.16 ± 0.03a 0.22 ± 0.01b 0.31 ± 0.01c - 
Violaxanteno3  0.28 ± 0.03a 0.30 ± 0.05a 0.44 ± 0.03b 0.92 ± 0.02c - 
all-trans-Anteraxanteno  0.03 ± 0.01a 0.04 ± 0.01a 0.06 ± 0.00b 0.09 ± 0.00c - 
all-trans-Zeaxanteno   0.01 ± 0.00a 0.01 ± 0.00a 0.02 ± 0.00b 0.03 ± 0.00c 0.02 ± 0.00 
Luteína4  0.40 ± 0.03a 0.50 ± 0.05a 0.64 ± 0.03b 1.08 ± 0.05c 0.29 ± 0.00 
all-trans-β-Caroteno  0.17 ± 0.02a 0.22 ± 0.02a 0.28 ± 0.02b 0.35 ± 0.01c 0.00 ± 0.00 
Luteína monoéster5  - - - - - 
Luteína diéster6  - - - - - 
Clorofila a  6.11 ± 0.42a 8.36 ± 0.64b 9.26 ± 0.87b 11.70 ± 0.21c - 
Clorofila b  2.19 ± 0.24a 2.74 ± 0.29a 3.49 ± 0.19b 4.58 ± 0.22c - 
       
Luteína total7  0.40 ± 0.03a 0.50 ± 0.05a 0.64 ± 0.03b 1.08 ± 0.05c 0.29 ± 0.00 
Carotenoides totales8  1.04 ± 0.10a 1.24 ± 0.15a 1.66 ± 0.08b 2.78 ± 0.08c 0.31 ± 0.00 
Clorofilas totales9  8.30 ± 0.65a 11.10 ± 0.93b 12.75 ± 1.06b 16.28 ± 0.40c - 
Relación Cl a/Cl b  2.84 ± 0.14
ab 3.07 ± 0.09b 2.64 ± 0.11a 2.56 ± 0.09a - 
Relación Cl total/Car total  7.98 ± 0.17
a 9.11 ± 0.36b 7.66 ± 0.26a 5.85 ± 0.09c - 
Relación ramas βε/ββ10  0.63 ± 0.01
ab 0.69 ± 0.03b 0.62 ± 0.00a 0.64 ± 0.01ab - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 
 







Tabla A7. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de trigo duro (variedad UC1113). 
UC1113  Estadío de desarrollo 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.06 ± 0.01a 0.22 ± 0.01b 0.34 ± 0.01c 0.32 ± 0.03c - 
Violaxanteno3  0.14 ± 0.01a 0.40 ± 0.02b 0.65 ± 0.02c 0.77 ± 0.04c - 
all-trans-Anteraxanteno  0.02 ± 0.00a 0.06 ± 0.00b 0.07 ± 0.00c 0.08 ± 0.00c - 
all-trans-Zeaxanteno   0.01 ± 0.00a 0.02 ± 0.00b 0.02 ± 0.00b 0.04 ± 0.00c 0.01 ± 0.00 
Luteína4  0.19 ± 0.02a 0.66 ± 0.03b 1.00 ± 0.03c 1.01 ± 0.06c 0.13 ± 0.01 
all-trans-β-Caroteno  0.07 ± 0.01a 0.28 ± 0.01b 0.40 ± 0.01c 0.34 ± 0.03c 0.00 ± 0.00 
Luteína monoéster5  - - - - - 
Luteína diéster6  - - - - - 
Clorofila a  2.75 ± 0.33a 10.25 ± 0.33b 14.81 ± 0.25c 13.38 ± 1.12c - 
Clorofila b  0.81 ± 0.10a 3.48 ± 0.12b 5.29 ± 0.12c 4.79 ± 0.55c - 
       
Luteína total7  0.19 ± 0.02a 0.66 ± 0.03b 1.00 ± 0.03c 1.01 ± 0.06c 0.13 ± 0.01 
Carotenoides totales8  0.49 ± 0.05a 1.64 ± 0.08b 2.47 ± 0.07c 2.56 ± 0.16c 0.15 ± 0.01 
Clorofilas totales9  3.56 ± 0.44a 13.73 ± 0.45b 20.11 ± 0.35c 18.18 ± 1.67c - 
Relación Cl a/Cl b  3.41 ± 0.05
a 2.95 ± 0.02b 2.80 ± 0.03b 2.82 ± 0.09b - 
Relación Cl total/Car total  7.27 ± 0.16
a 8.41 ± 0.13b 8.14 ± 0.11b 7.07 ± 0.23a - 
Relación ramas βε/ββ10  0.65 ± 0.01
a 0.68 ± 0.01b 0.68 ± 0.01b 0.66 ± 0.01ab - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 
 







Tabla A8. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de tritordeum (variedad HT621). 
HT621  Estadío de desarrollo 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.07 ± 0.01a 0.12 ± 0.00b 0.19 ± 0.01c 0.16 ± 0.01c - 
Violaxanteno3  0.16 ± 0.03a 0.23 ± 0.01a 0.42 ± 0.03b 0.50 ± 0.00c - 
all-trans-Anteraxanteno  0.02 ± 0.00a 0.04 ± 0.00b 0.06 ± 0.00c 0.06 ± 0.00c - 
all-trans-Zeaxanteno   0.01 ± 0.00a 0.01 ± 0.00b 0.02 ± 0.00c 0.02 ± 0.00c - 
Luteína4  0.19 ± 0.03a 0.33 ± 0.01b 0.64 ± 0.05c 0.73 ± 0.02d 0.32 ± 0.00 
all-trans-β-Caroteno  0.08 ± 0.02a 0.14 ± 0.00b 0.23 ± 0.01c 0.20 ± 0.00c 0.004 ± 0.000 
Luteína monoéster5  - - - - 0.12 ± 0.00 
Luteína diéster6  - - - - 0.02 ± 0.00 
Clorofila a  3.11 ± 0.69a 5.62 ± 0.04b 9.11 ± 0.48c 7.43 ± 0.33d - 
Clorofila b  0.96 ± 0.22a 1.82 ± 0.02b 2.96 ± 0.17c 2.37 ± 0.09d - 
       
Luteína total7  0.19 ± 0.03a 0.33 ± 0.01b 0.64 ± 0.05c 0.73 ± 0.02d 0.46 ± 0.00 
Carotenoides totales8  0.53 ± 0.09a 0.87 ± 0.02b 1.55 ± 0.10c 1.67 ± 0.02c 0.47 ± 0.00 
Clorofilas totales9  4.08 ± 0.91a 7.44 ± 0.06b 12.07 ± 0.66c 9.80 ± 0.42d - 
Relación Cl a/Cl b  3.24 ± 0.03
a 3.08 ± 0.00b 3.08 ± 0.02b 3.14 ± 0.05b - 
Relación Cl total/Car total  7.46 ± 0.41
a 8.60 ± 0.11b 7.79 ± 0.14a 5.86 ± 0.21c - 
Relación ramas βε/ββ10  0.58 ± 0.01
a 0.61 ± 0.01a 0.70 ± 0.01b 0.78 ± 0.02c - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 
 







Tabla A9. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de tritordeum (variedad HT630). 
HT630  Estadío de desarrollo 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.11 ± 0.01a 0.21 ± 0.02b 0.27 ± 0.01c 0.32 ± 0.02d - 
Violaxanteno3  0.23 ± 0.02a 0.46 ± 0.03b 0.61 ± 0.03c 0.82 ± 0.03d - 
all-trans-Anteraxanteno  0.03 ± 0.00a 0.06 ± 0.00b 0.09 ± 0.01c 0.08 ± 0.00c - 
all-trans-Zeaxanteno   0.01 ± 0.00a 0.02 ± 0.00b 0.03 ± 0.00c 0.03 ± 0.00c - 
Luteína4  0.36 ± 0.02a 0.64 ± 0.05b 0.94 ± 0.06c 1.23 ± 0.01d 0.24 ± 0.01 
all-trans-β-Caroteno  0.13 ± 0.01a 0.29 ± 0.01b 0.34 ± 0.01c 0.40 ± 0.02d 0.003 ± 0.000 
Luteína monoéster5  - - - - 0.15 ± 0.00 
Luteína diéster6  - - - - 0.04 ± 0.00 
Clorofila a  5.20 ± 0.52a 10.62 ± 0.62b 12.94 ± 0.59c 14.86 ± 0.80c - 
Clorofila b  1.75 ± 0.18a 3.47 ± 0.26b 4.25 ± 0.21c 5.10 ± 0.28d - 
       
Luteína total7  0.36 ± 0.02a 0.64 ± 0.05b 0.94 ± 0.06c 1.23 ± 0.01d 0.43 ± 0.02 
Carotenoides totales8  0.88 ± 0.07a 1.67 ± 0.10b 2.28 ± 0.13c 2.88 ± 0.06d 0.43 ± 0.02 
Clorofilas totales9  6.95 ± 0.70a 14.09 ± 0.88b 17.18 ± 0.79c 19.97 ± 1.08d - 
Relación Cl a/Cl b  2.97 ± 0.02
ab 3.08 ± 0.06b 3.05 ± 0.03b 2.91 ± 0.01a - 
Relación Cl total/Car total  7.86 ± 0.19
a 8.43 ± 0.03b 7.55 ± 0.16a 6.92 ± 0.22c - 
Relación ramas βε/ββ10  0.71 ± 0.02
a 0.62 ± 0.01b 0.70 ± 0.02a 0.75 ± 0.03a - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 
 






Tabla A10. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de tritordeum (variedad HT609). 
HT609  Estadío de desarrollo 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.11 ± 0.02a 0.18 ± 0.01b 0.17 ± 0.01b 0.21 ± 0.01b - 
Violaxanteno3  0.24 ± 0.03a 0.38 ± 0.02b 0.43 ± 0.02b 0.68 ± 0.01c - 
all-trans-Anteraxanteno  0.04 ± 0.00a 0.06 ± 0.01b 0.08 ± 0.00c 0.09 ± 0.00c - 
all-trans-Zeaxanteno   0.01 ± 0.00a 0.02 ± 0.00b 0.02 ± 0.00c 0.02 ± 0.00d - 
Luteína4  0.34 ± 0.05a 0.52 ± 0.04b 0.64 ± 0.04b 1.04 ± 0.02c 0.23 ± 0.00 
all-trans-β-Caroteno  0.14 ± 0.02a 0.24 ± 0.01b 0.24 ± 0.01b 0.28 ± 0.00c 0.004 ± 0.000 
Luteína monoéster5  - - - - 0.11 ± 0.00 
Luteína diéster6  - - - - 0.03 ± 0.00 
Clorofila a  5.31 ± 0.72a 8.93 ± 0.59b 8.78 ± 0.28b 9.68 ± 0.28b - 
Clorofila b  1.62 ± 0.21a 2.83 ± 0.19b 2.75 ± 0.10b 3.02 ± 0.12b - 
       
Luteína total7  0.34 ± 0.05a 0.52 ± 0.04b 0.64 ± 0.04b 1.04 ± 0.02c 0.37 ± 0.00 
Carotenoides totales8  0.88 ± 0.12a 1.39 ± 0.10b 1.59 ± 0.07b 2.33 ± 0.04c 0.38 ± 0.00 
Clorofilas totales9  6.93 ± 0.93a 11.75 ± 0.79b 11.53 ± 0.38b 12.70 ± 0.39b - 
Relación Cl a/Cl b  3.28 ± 0.08
a 3.16 ± 0.00a 3.19 ± 0.04a 3.21 ± 0.04a - 
Relación Cl total/Car total  7.85 ± 0.13
a 8.45 ± 0.05b 7.26 ± 0.20c 5.46 ± 0.18d - 
Relación ramas βε/ββ10  0.62 ± 0.02
a 0.59 ± 0.01a 0.68 ± 0.01b 0.81 ± 0.01c - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 







Tabla A11. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de tritordeum (variedad HT240). 
HT240  Estadío de desarrollo 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.09 ± 0.00a 0.12 ± 0.02a 0.21 ± 0.01b 0.22 ± 0.01b - 
Violaxanteno3  0.20 ± 0.01a 0.24 ± 0.02a 0.43 ± 0.03b 0.63 ± 0.03c - 
all-trans-Anteraxanteno  0.03 ± 0.00a 0.03 ± 0.01a 0.06 ± 0.00b 0.07 ± 0.00b - 
all-trans-Zeaxanteno   0.01 ± 0.00a 0.01 ± 0.00a 0.02 ± 0.00b 0.02 ± 0.00b - 
Luteína4  0.25 ± 0.00a 0.33 ± 0.05a 0.63 ± 0.03b 0.94 ± 0.05c 0.30 ± 0.01 
all-trans-β-Caroteno  0.12 ± 0.00a 0.15 ± 0.02a 0.26 ± 0.02b 0.28 ± 0.02b 0.003 ± 0.000 
Luteína monoéster5  - - - - 0.08 ± 0.00 
Luteína diéster6  - - - - 0.01 ± 0.00 
Clorofila a  4.51 ± 0.15a 5.80 ± 0.84a 9.62 ± 0.80b 9.99 ± 0.71b - 
Clorofila b  1.45 ± 0.10a 1.94 ± 0.23a 3.26 ± 0.29b 3.49 ± 0.19b - 
       
Luteína total7  0.25 ± 0.00a 0.33 ± 0.05a 0.63 ± 0.03b 0.94 ± 0.05c 0.38 ± 0.01 
Carotenoides totales8  0.7 ± 0.02a 0.87 ± 0.12a 1.61 ± 0.08b 2.16 ± 0.11c 0.38 ± 0.01 
Clorofilas totales9  5.96 ± 0.25a 7.74 ± 1.07a 12.88 ± 1.08b 13.48 ± 0.9b - 
Relación Cl a/Cl b  3.14 ± 0.12
a 2.97 ± 0.10a 2.95 ± 0.07a 2.86 ± 0.05a - 
Relación Cl total/Car total  8.51 ± 0.14
ab 8.85 ± 0.05b 7.98 ± 0.32a 6.22 ± 0.15c - 
Relación ramas βε/ββ10  0.57 ± 0.03
a 0.59 ± 0.03a 0.64 ± 0.02a 0.77 ± 0.01b - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 







Tabla A12. Evolución del contenido de pigmentos individuales ( g/grano PS)
1
 durante el 
desarrollo y maduración del grano de tritordeum (variedad HT335). 
HT335  Estadío de desarrollo 
Carotenoide  E1 E2 E3 E4 EF 
9'-cis-Neoxanteno  0.09 ± 0.02a 0.13 ± 0.01a 0.21 ± 0.01b 0.25 ± 0.02b - 
Violaxanteno3  0.19 ± 0.03a 0.24 ± 0.02a 0.42 ± 0.02b 0.64 ± 0.04c - 
all-trans-Anteraxanteno  0.02 ± 0.00a 0.03 ± 0.00a 0.06 ± 0.00b 0.07 ± 0.00b - 
all-trans-Zeaxanteno   0.01 ± 0.00a 0.01 ± 0.00a 0.02 ± 0.00b 0.02 ± 0.00c - 
Luteína4  0.25 ± 0.05a 0.35 ± 0.03a 0.63 ± 0.03b 0.93 ± 0.08c 0.22 ± 0.01 
all-trans-β-Caroteno  0.11 ± 0.02a 0.15 ± 0.01a 0.25 ± 0.01b 0.30 ± 0.02c 0.002 ± 0.000 
Luteína monoéster5  - - - - 0.08 ± 0.00 
Luteína diéster6  - - - - 0.01 ± 0.00 
Clorofila a  4.22 ± 0.82a 6.18 ± 0.54b 10.51 ± 0.47c 11.10 ± 0.57c - 
Clorofila b  1.31 ± 0.27a 2.06 ± 0.19b 3.49 ± 0.15c 3.63 ± 0.12c - 
       
Luteína total7  0.25 ± 0.05a 0.35 ± 0.03a 0.63 ± 0.03b 0.93 ± 0.08c 0.31 ± 0.01 
Carotenoides totales8  0.68 ± 0.12a 0.90 ± 0.07a 1.58 ± 0.07b 2.21 ± 0.16c 0.31 ± 0.01 
Clorofilas totales9  5.53 ± 1.09a 8.24 ± 0.73b 14.00 ± 0.62c 14.73 ± 0.69c - 
Relación Cl a/Cl b  3.24 ± 0.05
a 3.01 ± 0.04b 3.01 ± 0.03b 3.06 ± 0.06b - 
Relación Cl total/Car total  8.02 ± 0.25
a 9.11 ± 0.08b 8.85 ± 0.10b 6.70 ± 0.17c - 
Relación ramas βε/ββ10  0.59 ± 0.02
a 0.62 ± 0.01ab 0.65 ± 0.01b 0.73 ± 0.02c - 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para estadios E1-E4; n=8 para estadío EF). Letras 
superíndice diferentes para un mismo pigmento indican diferencias significativas (p<0.05), determinadas por el test 
de Duncan, para el contenido en función del estadío de desarrollo.  
2
Estadíos de desarrollo: E1 (8 DDA), E2 (14 DDA), E3 (18 DDA), E4 (25 DDA) y EF (30 DDA; maduro, harvest). 
3
Violaxanteno = all-trans-Violaxanteno + 9-cis-Violaxanteno + 13-cis-Violaxanteno 
4
Luteína = Luteína libre (all-trans-Luteína + 9-cis-Luteína + 13-cis-Luteína) 
5
Luteína monoéster = Luteína-3’-O-palmitato + Luteína-3-O-palmitato + Luteína-3’-O-linoleato + Luteína-3-O-linoleato 
6
Luteína diéster = Luteína-dipalmitato + Luteína-dilinoleato + Luteína-palmitatolinoleato 
7
Luteína total = Luteína libre + Luteína monoéster + Luteína diéster 
8
Carotenoides totales = 9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-Zeaxanteno + Luteína 
total + all-trans-β-Caroteno 
9
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila b 
10
Relación ramas βε/ββ = (Luteína total)/(9'-cis-Neoxanteno + Violaxanteno + all-trans-Anteraxanteno + all-trans-
Zeaxanteno + all-trans-β-Caroteno) 






Tabla A13. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides totales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento en postrecolección de granos maduros de tritordeum y trigo duro. 
    Tiempo de almacenamiento (días) 




(°C) 30 60 90 
Tritordeum       
  HT621  6.14 ± 0.23
a
 4 5.34 ± 0.10
a
 5.48 ± 0.62
a
 5.46 ± 0.32
a
 
   20 5.61 ± 0.15
ab
 4.98 ± 0.36
ab
 5.17 ± 0.42
b
 
   37 4.92 ± 0.09
b
 4.65 ± 0.14
b
 4.55 ± 0.10
b
 
       
  HT630  7.32 ± 0.13
a
 4 6.98 ± 0.05
a
 6.99 ± 0.20
a
 7.08 ± 0.38
a
 




 6.43 ± 0.38
b
 
   37 5.51 ± 0.16
b
 5.16 ± 0.18
b
 5.26 ± 0.19
b
 
       
  HT609  5.61 ± 0.24
a
 4 5.49 ± 0.25
a
















       
Trigo duro       
  Don Pedro  0.87 ± 0.05
a
 4 1.02 ± 0.07
a
 1.04 ± 0.08
a
 1.03 ± 0.11
a
 
   20 0.91 ± 0.06
a
 0.84 ± 0.04
a
 0.82 ± 0.06
a
 
   37 0.62 ± 0.02
b
 0.60 ± 0.01
b
 0.59 ± 0.02
b
 
       
  Simeto  0.75 ± 0.05
a
 4 1.05 ± 0.08
b
 1.04 ± 0.06
b
 0.98 ± 0.07
b
 
   20 0.79 ± 0.08
a
 0.77 ± 0.05
a
 0.75 ± 0.04
a
 
   37 0.58 ± 0.03
b
 0.50 ± 0.02
b
 0.50 ± 0.02
b
 
       
  Claudio  0.60 ± 0.01
a
 4 0.92 ± 0.06
b
 1.00 ± 0.05
b
 0.98 ± 0.04
b
 
   20 0.77 ± 0.07
b
 0.75 ± 0.07
ab




  37 0.55 ± 0.02
b
 0.50 ± 0.02
bc




Los datos representan la media y el error estándar (n=6; tres bloques por duplicado). Letras superíndice diferentes para 










Tabla A14. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento en postrecolección de granos maduros de trigo duro (variedad Don Pedro). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  0.62 ± 0.04
a 
4 0.72 ± 0.06
a
 0.75 ± 0.06
a
 0.74 ± 0.09
a
 
   20 0.65 ± 0.04
a
 0.59 ± 0.03
a
 0.58 ± 0.05
a
 




 0.39 ± 0.01
b
 
       
cis-Luteína  0.12 ± 0.00
a
 4 0.14 ± 0.01
a
 0.15 ± 0.01
a
 0.15 ± 0.02
a
 
   20 0.13 ± 0.01
a
 0.13 ± 0.01
a
 0.12 ± 0.01
a
 
   37 0.11 ± 0.00
b
 0.10 ± 0.00
b
 0.10 ± 0.00
b
 
       
all-trans-Zeaxanteno  0.10 ± 0.00
a
 4 0.11 ± 0.01
a
 0.11 ± 0.01
a
 0.11 ± 0.01
a
 
   20 0.10 ± 0.01
a
 0.09 ± 0.01
a
 0.09 ± 0.01
a
 
   37 0.08 ± 0.00
b
 0.07 ± 0.00
b
 0.08 ± 0.00
b
 
       
all-trans- -Caroteno  0.01 ± 0.00
a
 4 0.01 ± 0.00
a
 0.01 ± 0.00
a
 0.01 ± 0.00
a
 
   20 0.01 ± 0.00
a
 0.01 ± 0.00
a
 0.01 ± 0.00
a
 
   37 0.01 ± 0.00
b
 0.01 ± 0.00
b
 0.01 ± 0.00
b
 
       
all-trans-β-Caroteno  0.02 ± 0.00
a
 4 0.02 ± 0.00
a
 0.02 ± 0.00
a
 0.02 ± 0.00
a
 
   20 0.02 ± 0.00
a
 0.02 ± 0.00
a




  37 0.01 ± 0.00
b
 0.01 ± 0.00
b




Los datos representan la media y el error estándar (n=6; tres bloques por duplicado). Letras superíndice diferentes para una 
misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A15. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento en postrecolección de granos maduros de trigo duro (variedad Simeto). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  0.54 ± 0.04
a
 4 0.78 ± 0.06
b
 0.78 ± 0.05
b
 0.73 ± 0.06
b
 




 0.55 ± 0.03
a
 
   37 0.40 ± 0.02
b
 0.34 ± 0.01
b
 0.34 ± 0.02
b
 
       
cis-Luteína  0.11 ± 0.01
a
 4 0.15 ± 0.01
b
 0.15 ± 0.01
b
 0.14 ± 0.01
b
 
   20 0.11 ± 0.01
a
 0.11 ± 0.01
a
 0.10 ± 0.01
a
 
   37 0.10 ± 0.00
a
 0.09 ± 0.00
b
 0.08 ± 0.00
b
 
       
all-trans-Zeaxanteno  0.08 ± 0.00
a
 4 0.10 ± 0.01
b
 0.10 ± 0.00
b
 0.09 ± 0.00
b
 
   20 0.08 ± 0.01
a
 0.08 ± 0.01
a
 0.08 ± 0.00
a
 
   37 0.06 ± 0.00
b
 0.06 ± 0.00
b
 0.06 ± 0.00
b
 
       
all-trans- -Caroteno  0.01 ± 0.00
a
 4 0.01 ± 0.00
b
 0.01 ± 0.00
ab
 0.01 ± 0.00
ab
 
   20 0.01 ± 0.00
a
 0.00 ± 0.00
a
 0.00 ± 0.00
a
 
   37 0.00 ± 0.00
b
 0.00 ± 0.00
b
 0.00 ± 0.00
b
 
       
all-trans-β-Caroteno  0.01 ± 0.00
a
 4 0.02 ± 0.00
b
 0.02 ± 0.00
b
 0.02 ± 0.00
b
 
   20 0.01 ± 0.00
a
 0.01 ± 0.00
a




  37 0.01 ± 0.00
b
 0.01 ± 0.00
ac
 0.01 ± 0.00
c 
1
Los datos representan la media y el error estándar (n=6; tres bloques por duplicado). Letras superíndice diferentes para una 
misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A16. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento en postrecolección de granos maduros de trigo duro (variedad Claudio). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  0.43 ± 0.01
a
 4 0.68 ± 0.04
b
 0.72 ± 0.03
b
 0.71 ± 0.03
b
 
   20 0.55 ± 0.06
a
 0.54 ± 0.05
a
 0.52 ± 0.02
a
 
   37 0.37 ± 0.02
b
 0.34 ± 0.02
bc
 0.33 ± 0.01
c 
       
cis-Luteína  0.09 ± 0.00
a
 4 0.13 ± 0.01
b
 0.15 ± 0.01
b
 0.15 ± 0.01
b
 
   20 0.11 ± 0.01
b
 0.11 ± 0.01
b
 0.11 ± 0.01
ab
 
   37 0.09 ± 0.00
ab
 0.10 ± 0.00
b
 0.08 ± 0.00
a
 
       
all-trans-Zeaxanteno  0.06 ± 0.00
a
 4 0.09 ± 0.00
b
 0.10 ± 0.00
b
 0.09 ± 0.00
b
 
   20 0.07 ± 0.01
b
 0.07 ± 0.00
b
 0.07 ± 0.00
ab
 
   37 0.06 ± 0.00
ab
 0.05 ± 0.00
bc
 0.05 ± 0.00
c 
       
all-trans- -Caroteno  0.01 ± 0.00
ac
 4 0.01 ± 0.00
b
 0.01 ± 0.00
b
 0.02 ± 0.00
b
 
   20 0.01 ± 0.00
b
 0.01 ± 0.00
a
 0.01 ± 0.00
a
 
   37 0.01 ± 0.00
a
 0.01 ± 0.00
ac
 0.01 ± 0.00
c 
       
all-trans-β-Caroteno  0.01 ± 0.00
ac
 4 0.02 ± 0.00
b
 0.02 ± 0.00
b
 0.02 ± 0.00
b
 
   20 0.01 ± 0.00
b
 0.01 ± 0.00
ab




  37 0.01 ± 0.00
a





Los datos representan la media y el error estándar (n=6; tres bloques por duplicado). Letras superíndice diferentes para una 
misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A17. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento en postrecolección de granos maduros de tritordeum (variedad HT630). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  5.12 ± 0.10
a 
4 4.88 ± 0.06
a
 4.77 ± 0.12
a
 4.75 ± 0.26
a
 




 3.91 ± 0.33
bc
 
   37 2.92 ± 0.08
b
 2.17 ± 0.09
c
 1.95 ± 0.06
c
 
       
cis-Luteína  0.69 ± 0.01
a
 4 0.68 ± 0.01
a
 0.64 ± 0.02
a
 0.69 ± 0.03
a
 
   20 0.64 ± 0.00
ab
 0.56 ± 0.02
c
 0.59 ± 0.04
bc
 
   37 0.59 ± 0.02
b
 0.50 ± 0.02
c
 0.47 ± 0.01
c
 
       
Luteína monolinoleato  0.49 ± 0.01
ab 
4 0.47 ± 0.01
a
 0.52 ± 0.02
ab
 0.53 ± 0.03
b
 
   20 0.49 ± 0.02
a
 0.52 ± 0.03
a
 0.62 ± 0.01
b
 






       
Luteína 3’-O-linoleato  0.09 ± 0.00
a
 4 0.08 ± 0.00
a
 0.09 ± 0.00
a
 0.09 ± 0.01
a
 
   20 0.09 ± 0.01
a
 0.09 ± 0.00
a
 0.11 ± 0.00
b
 
   37 0.12 ± 0.01
b




       
Luteína 3-O-linoleato  0.40 ± 0.01
ab 
4 0.39 ± 0.01
a
 0.43 ± 0.02
ab
 0.44 ± 0.02
b
 
   20 0.40 ± 0.02
a
 0.43 ± 0.02
a
 0.51 ± 0.01
b
 
   37 0.54 ± 0.02
c




       
Luteína monopalmitato  0.81 ± 0.01
a
 4 0.76 ± 0.03
a
 0.84 ± 0.04
a
 0.86 ± 0.05
a
 
   20 0.77 ± 0.03
a
 0.79 ± 0.04
a
 0.93 ± 0.01
b 




 1.12 ± 0.05
c
 
       
Luteína 3’-O-palmitato  0.24 ± 0.00
ab 




 0.26 ± 0.01
b 
   20 0.24 ± 0.01
a
 0.24 ± 0.01
a
 0.29 ± 0.01
b 






       
Luteína 3-O-palmitato  0.57 ± 0.01
a
 4 0.53 ± 0.02
a
 0.58 ± 0.03
a
 0.60 ± 0.03
a
 
   20 0.53 ± 0.02
a
 0.54 ± 0.03
a
 0.64 ± 0.01
b
 




 0.77 ± 0.04
c 
       
Luteína dilinoleato  0.02 ± 0.00
a
 4 0.02 ± 0.00
a
 0.02 ± 0.00
b
 0.03 ± 0.00
c 
   20 0.02 ± 0.00
ab
 0.03 ± 0.01
b
 0.05 ± 0.00
c 
   37 0.05 ± 0.00
b




       
Luteína dipalmitato  0.05 ± 0.00
a
 4 0.06 ± 0.00
a
 0.07 ± 0.00
a
 0.08 ± 0.00
b
 
   20 0.07 ± 0.00
a
 0.08 ± 0.02
a
 0.13 ± 0.00
b
 
   37 0.12 ± 0.00
b




       
Luteína linoleatopalmitato  0.05 ± 0.00
a
 4 0.06 ± 0.00
ab
 0.07 ± 0.00
b
 0.08 ± 0.00
c 
   20 0.07 ± 0.00
ab
 0.09 ± 0.02
b
 0.15 ± 0.00
c 
   37 0.15 ± 0.00
b




       
all-trans-β-Caroteno  0.08 ± 0.00
a
 4 0.07 ± 0.00
a
 0.07 ± 0.00
a
 0.07 ± 0.01
a
 
   20 0.06 ± 0.00
b
 0.06 ± 0.00
b




  37 0.06 ± 0.01
b
 0.05 ± 0.00
b




Los datos representan la media y el error estándar (n=6; tres bloques por duplicado). Letras superíndice diferentes para una 
misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A18. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento en postrecolección de granos maduros de tritordeum (variedad HT609). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  4.06 ± 0.19
a 













   37 2.70 ± 0.07
b




       
cis-Luteína  0.54 ± 0.02
a 




 0.45 ± 0.04
a
 
   20 0.52 ± 0.02
ab
 0.46 ± 0.01
c
 0.47 ± 0.02
bc
 
   37 0.53 ± 0.01
a
 0.45 ± 0.01
b
 0.41 ± 0.00
c
 
       
Luteína monolinoleato  0.26 ± 0.01
a 


















       
Luteína 3’-O-linoleato  0.05 ± 0.00
a 


















       
Luteína 3-O-linoleato  0.21 ± 0.01
a 


















       
Luteína monopalmitato  0.62 ± 0.02
ab 


















       
Luteína 3’-O-palmitato  0.18 ± 0.01
a 


















       
Luteína 3-O-palmitato  0.44 ± 0.01
a 


















       
Luteína dilinoleato  0.01 ± 0.00
a 


















       
Luteína dipalmitato  0.03 ± 0.00
a 


















       
Luteína linoleatopalmitato  0.02 ± 0.00
a 


















       
all-trans-β-Caroteno  0.07 ± 0.00
a 




















Los datos representan la media y el error estándar (n=6; tres bloques por duplicado). Letras superíndice diferentes para una 
misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A19. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento en postrecolección de granos maduros de tritordeum (variedad HT621). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  4.72 ± 0.17
a
 4 4.08 ± 0.07
a
 4.13 ± 0.44
a
 4.09 ± 0.20
a
 
   20 4.20 ± 0.13
ab










        
cis-Luteína  0.64 ± 0.02
a
 4 0.59 ± 0.02
a
 0.55 ± 0.05
a
 0.57 ± 0.03
a
 
   20 0.61 ± 0.01
a




   37 0.63 ± 0.02
b




        
Luteína monolinoleato  0.20 ± 0.01
a
 4 0.18 ± 0.00
a
 0.21 ± 0.03
a
 0.21 ± 0.02
a
 
   20 0.21 ± 0.01
a
 0.24 ± 0.02
ab
 0.28 ± 0.03
b
 
   37 0.32 ± 0.00
b
 0.45 ± 0.02
c
 0.52 ± 0.02
d 
        
Luteína 3’-O-linoleato  0.04 ± 0.00
a
 4 0.04 ± 0.00
a
 0.04 ± 0.01
a
 0.04 ± 0.00
a
 
   20 0.04 ± 0.00
a
  0.05 ± 0.00
ab
 0.06 ± 0.01
b
 
   37 0.07 ± 0.00
b




        
Luteína 3-O-linoleato  0.16 ± 0.01
a
 4 0.14 ± 0.00
a
 0.17 ± 0.03
a
 0.17 ± 0.02
a
 
   20 0.17 ± 0.01
a
  0.19 ± 0.01
ab
 0.22 ± 0.02
b 






        
Luteína monopalmitato  0.49 ± 0.02
a
 4 0.42 ± 0.01
a
 0.50 ± 0.08
a
 0.50 ± 0.06
a
 
   20 0.50 ± 0.02
a
  0.55 ± 0.03
ab
 0.63 ± 0.05
b 






        
Luteína 3’-O-palmitato  0.15 ± 0.01
a
 4 0.13 ± 0.00
a
 0.16 ± 0.03
a
 0.16 ± 0.02
a
 
   20 0.16 ± 0.01
a
  0.18 ± 0.01
ab
 0.21 ± 0.02
b 






        
Luteína 3-O-palmitato  0.34 ± 0.01
a
 4 0.29 ± 0.01
a
 0.34 ± 0.05
a
 0.34 ± 0.04
a
 
   20 0.34 ± 0.01
a
  0.37 ± 0.02
ab
 0.42 ± 0.03
b 






        
Luteína dilinoleato  0.00 ± 0.00
a 
4 0.00 ± 0.00
a
 0.00 ± 0.00
a
 0.00 ± 0.00
a
 
   20 0.00 ± 0.00
a
 0.00 ± 0.00
a
 0.01 ± 0.00
b 






        
Luteína dipalmitato  0.02 ± 0.00
a 
4 0.02 ± 0.00
a 
















        
Luteína linoleatopalmitato  0.01 ± 0.00
a 
4 0.01 ± 0.00
a 
















        
all-trans-β-Caroteno  0.06 ± 0.00
a
 4 0.05 ± 0.00
b
 0.05 ± 0.00
b
 0.04 ± 0.01
b
 
   20 0.05 ± 0.00
b
 0.04 ± 0.00
b




  37 0.05 ± 0.00
b
 0.05 ± 0.00
b




Los datos representan la media y el error estándar (n=6; tres bloques por duplicado). Letras superíndice diferentes para una 









Tabla A20. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides totales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento corto (3 meses) de harinas integrales preparadas con granos maduros de 
tritordeum y trigo duro. 
    Tiempo de almacenamiento (días) 




(°C) 30 60 90 
Tritordeum       
  HT621  10.23 ± 0.28
a
 4 8.53 ± 0.78
b
 5.80 ± 0.07
c
 4.84 ± 0.24
c
 
   20 6.56 ± 0.01
b
 4.94 ± 0.04
c
 5.50 ± 0.10
c
 
   37 6.32 ± 0.24
b
 4.53 ± 0.04
c
 4.39 ± 0.15
c
 
   50 5.09 ± 0.08
b
 2.86 ± 0.19
c
 2.43 ± 0.07
c
 
       
  HT630  12.13 ± 0.13
a 
























       
  HT609  9.97 ± 0.27
a 
























       
Trigo duro       
  Don Pedro  1.45 ± 0.07
a 
























       
  Simeto  1.09 ± 0.07
a
 4 1.04 ± 0.03
a
 0.70 ± 0.01
b
 0.60 ± 0.04
b
 
   20 0.52 ± 0.04
b
 0.49 ± 0.05
b
 0.48 ± 0.01
b
 
   37 0.50 ± 0.01
b
  0.31 ± 0.00
bc
 0.24 ± 0.01
c
 
   50 0.25 ± 0.01
b
 0.10 ± 0.01
b
 0.03 ± 0.00
b
 
       
  Claudio  1.27 ± 0.03
a 


























Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para el control; n=2 para resto de muestras). Letras superíndice 
diferentes para una misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 






Tabla A21. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento corto (3 meses) de harinas integrales preparadas con granos maduros de trigo duro 
(variedad Don Pedro). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  1.00 ± 0.05
a 
4 0.82 ± 0.02
b 










   37 0.45 ± 0.04
b 










       
cis-Luteína  0.20 ± 0.01
a 
























       
all-trans-Zeaxanteno  0.20 ± 0.01
a 
























       
all-trans- -Caroteno  0.01 ± 0.00
a 
























       
all-trans-β-Caroteno  0.03 ± 0.00
a 


























Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para el control; n=2 para resto de muestras). Letras superíndice 
diferentes para una misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A22. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento corto (3 meses) de harinas integrales preparadas con granos maduros de trigo duro 
(variedad Simeto). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  0.78 ± 0.05
a 
























       
cis-Luteína  0.14 ± 0.01
a 
























       
all-trans-Zeaxanteno  0.14 ± 0.01
a 
























       
all-trans- -Caroteno  0.01 ± 0.00
a 
























       
all-trans-β-Caroteno  0.02 ± 0.00
a 


























Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para el control; n=2 para resto de muestras). Letras superíndice 
diferentes para una misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A23. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento corto (3 meses) de harinas integrales preparadas con granos maduros de trigo duro 
(variedad Claudio). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  0.89 ± 0.02
a 
























       
cis-Luteína  0.17 ± 0.00
a 
























       
all-trans-Zeaxanteno  0.17 ± 0.00
a 
























       
all-trans- -Caroteno  0.02 ± 0.00
a 
























       
all-trans-β-Caroteno  0.03 ± 0.00
a 


























Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para el control; n=2 para resto de muestras). Letras superíndice 
diferentes para una misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A24. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento corto (3 meses) de harinas integrales preparadas con granos maduros de 
tritordeum (variedad HT630). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  7.98 ± 0.09
a 
























       
cis-Luteína  1.03 ± 0.01
a 
























       
Luteína monolinoleato  1.02 ± 0.01
a 
























       
Luteína 3’-O-linoleato  0.18 ± 0.00
a 
























       
Luteína 3-O-linoleato  0.84 ± 0.01
a 
























       
Luteína monopalmitato  1.56 ± 0.02
a 
























       
Luteína 3’-O-palmitato  0.48 ± 0.00
a 
























       
Luteína 3-O-palmitato  1.07 ± 0.01
a 
























       
Luteína dilinoleato  0.05 ± 0.00
a 
























       
Luteína dipalmitato  0.20 ± 0.00
a 




























       




Luteína linoleatopalmitato  0.21 ± 0.00
a 






   20 0.15 ± 0.01
b 
















       
all-trans-β-Caroteno  0.08 ± 0.00
a 


























Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para el control; n=2 para resto de muestras). Letras superíndice 
diferentes para una misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A25. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento corto (3 meses) de harinas integrales preparadas con granos maduros de 
tritordeum (variedad HT609). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  7.00 ± 0.20
a 
























       
cis-Luteína  0.89 ± 0.02
a 
























       
Luteína monolinoleato  0.54 ± 0.01
a 
























       
Luteína 3’-O-linoleato  0.10 ± 0.00
a 
























       
Luteína 3-O-linoleato  0.44 ± 0.01
a 













         ab












       
Luteína monopalmitato  1.23 ± 0.03
a 
























       
Luteína 3’-O-palmitato  0.38 ± 0.01
a 
























       
Luteína 3-O-palmitato  0.86 ± 0.02
a 
























       
Luteína dilinoleato  0.01 ± 0.00
a 
























       
Luteína dipalmitato  0.12 ± 0.00
a 



























       




Luteína linoleatopalmitato  0.08 ± 0.00
a 
























       
all-trans-β-Caroteno  0.10 ± 0.00
a 

























Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para el control; n=2 para resto de muestras). Letras superíndice 
diferentes para una misma temperatura de almacenamiento indican diferencias significativas (test de Duncan, p<0.05). 





Tabla A26. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el 
almacenamiento corto (3 meses) de harinas integrales preparadas con granos maduros de 
tritordeum (variedad HT621). 





(°C) 30 60 90 
all-trans-Luteína  7.60 ± 0.22
a 
























       
cis-Luteína  0.97 ± 0.02
a 
























       
Luteína monolinoleato  0.44 ± 0.01
a 
























       
Luteína 3’-O-linoleato  0.08 ± 0.00
a 
























       
Luteína 3-O-linoleato  0.36 ± 0.01
a 
























       
Luteína monopalmitato  1.01 ± 0.03
a 
























       
Luteína 3’-O-palmitato  0.31 ± 0.01
a 













          ab




 0.29 ± 0.02
ac 






       
Luteína 3-O-palmitato  0.69 ± 0.02
a 
























       
Luteína dilinoleato  0.01 ± 0.00
a 




 0.01 ± 0.00
ab 
  
          ab


















       
Luteína dipalmitato  0.07 ± 0.00
a 



























       




Luteína linoleatopalmitato  0.05 ± 0.00
a 
























       
all-trans-β-Caroteno  0.08 ± 0.00
a 


























Los datos representan la media y el error estándar (n=4 para el control; n=2 para resto de muestras). Letras superíndice 














Tabla A27. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides totales ( g/g PF)
1
 durante el almacenamiento prolongado (12 meses) de granos maduros 
de tritordeum (variedad HT621) y trigo duro (variedad Don Pedro). 
  Contenido 
inicial 
 (μg/g) 
 Tiempo de almacenamiento (meses) 
Carotenoides totales  
Temp 
(°C) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Tritordeum 
HT621  




7.36 ± 0.03 
b 
7.34 ± 0.11 
b 
7.23 ± 0.02 
b 
6.79 ± 0.01 
c 
6.30 ± 0.06 
d 
6.18 ± 0.03 
a 
6.11 ± 0.04 
e 
6.09 ± 0.07 
d 
6.10 ± 0.11 
d 
5.99 ± 0.26 
d 
5.80 ± 0.02 
d 
5.48 ± 0.01 
f 
   
6 
ab 
7.31 ± 0.02 
c 
7.00 ± 0.01 
d 
7.30 ± 0.02 
c 
6.92 ± 0.05 
e 
5.99 ± 0.03 
a 
6.21 ± 0.05 
b 
5.78 ± 0.01 
f 
5.82 ± 0.01 
g 
6.11 ± 0.03 
f 
6.00 ± 0.01 
f 
5.64 ± 0.00 
f 
5.41 ± 0.01 
h 
   
20 
 
7.10 ± 0.03 
b 
6.85 ± 0.09 
c 
6.85 ± 0.02 
c 
6.44 ± 0.05 
d 
5.60 ± 0.04 
b 
5.67 ± 0.03 
e 
5.68 ± 0.04 
f 
5.54 ± 0.03 
g 
5.44 ± 0.05 
gh 
5.42 ± 0.02 
g 
4.93 ± 0.03 
h 
4.38 ± 0.00 
e 
   
37 
 
6.61 ± 0.05 
b 
5.86 ± 0.06 
c 
6.08 ± 0.07 
d 
5.40 ± 0.03 
e 
5.01 ± 0.05 
cd 
4.46 ± 0.04 
b 
4.39 ± 0.02 
f 
4.37 ± 0.10 
f 
4.00 ± 0.05 
g 
3.79 ± 0.01 
g 
3.41 ± 0.02 
h 
3.28 ± 0.13 
cd 
   
50 
 
5.64 ± 0.04 
b 
4.40 ± 0.04 
c 
3.75 ± 0.01 
d 
3.00 ± 0.01 
e 
2.78 ± 0.02 
f 
2.68 ± 0.03 
g 
2.31 ± 0.03 
h 
2.02 ± 0.01 
i 
1.61 ± 0.02 
jk 
1.51 ± 0.04 
j 
1.38 ± 0.04 
k 
0.76 ± 0.01 
l 
                
Trigo duro  
Don Pedro  




1.31 ± 0.01 
ab 
1.27 ± 0.01 
ab 
1.25 ± 0.02 
a 
1.22 ± 0.02 
ab 
1.22 ± 0.01 
c 
1.22 ± 0.01 
b 
1.18 ± 0.00 
d 
1.10 ± 0.01 
c 
1.13 ± 0.00 
c 
1.08 ± 0.02 
c 
1.07 ± 0.01 
c 
1.03 ± 0.02 
e 
   
6 
 
1.30 ± 0.01 
a 
1.25 ± 0.01 
b 
1.20 ± 0.01 
c 
1.17 ± 0.01 
c 
1.14 ± 0.01 
a 
1.08 ± 0.00 
d 
1.11 ± 0.01 
e 
1.06 ± 0.02 
f 
1.04 ± 0.00 
f 
1.03 ± 0.00 
f 
1.02 ± 0.01 
c 
0.99 ± 0.01 
g 
   
20 
 
1.30 ± 0.03 
ab 
1.17 ± 0.02 
c 
1.15 ± 0.02 
c 
1.11 ± 0.01 
d 
1.10 ± 0.01 
b 
0.97 ± 0.00 
e 
0.88 ± 0.01 
f 
0.91 ± 0.01 
g 
0.84 ± 0.00 
g 
0.84 ± 0.00 
g 
0.84 ± 0.00 
f 
0.79 ± 0.01 
h 
   
37 
 
1.11 ± 0.01 
b 
1.00 ± 0.03 
c 
0.92 ± 0.01 
d 
0.80 ± 0.03 
e 
0.64 ± 0.00 
ef 
0.63 ± 0.01 
df 
0.58 ± 0.00 
g 
0.56 ± 0.01 
g 
0.46 ± 0.00 
h 
0.43 ± 0.00 
h 
0.41 ± 0.01 
h 






0.63 ± 0.02 
b 
0.56 ± 0.00 
c 
0.48 ± 0.01 
d 
0.38 ± 0.01 
e 
0.23 ± 0.00 
f 
0.20 ± 0.01 
d 
0.14 ± 0.00 
g 
0.14 ± 0.00 
f 
0.10 ± 0.00 
h 
0.02 ± 0.00 
i 
0.02 ± 0.00 
i 
0.01 ± 0.00 
j 
1












Tabla A28. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el almacenamiento prolongado (12 meses) de granos 





 Tiempo de almacenamiento (meses) 
Carotenoide  
Temp 








0.08 ± 0.00 
a 
0.08 ± 0.00 
a 
0.08 ± 0.00 
a 
0.08 ± 0.00 
b 
0.08 ± 0.00 
cd 
0.08 ± 0.00 
a 
0.07 ± 0.00 
e 
0.07 ± 0.00 
c 
0.07 ± 0.00 
c 
0.07 ± 0.00 
c 
0.07 ± 0.00 
d 
0.07 ± 0.00 
f 
   
6 
ab 
0.09 ± 0.00 
a 
0.08 ± 0.00 
ab 
0.08 ± 0.00 
c 
0.08 ± 0.00 
d 
0.07 ± 0.00 
bc 
0.07 ± 0.00 
e 
0.07 ± 0.00 
d 
0.06 ± 0.00 
f 
0.07 ± 0.00 
g 
0.07 ± 0.00 
f 
0.06 ± 0.00 
dg 
0.06 ± 0.00 
h 
   
20 
 
0.08 ± 0.00 
b 
0.08 ± 0.00 
cd 
0.07 ± 0.00 
c 
0.07 ± 0.00 
e 
0.07 ± 0.00 
d 
0.06 ± 0.00 
ab 
0.06 ± 0.00 
ef 
0.06 ± 0.00 
g 
0.06 ± 0.00 
gh 
0.05 ± 0.00 
gh 
0.05 ± 0.00 
fh 
0.05 ± 0.00 
i 
   
37 
 
0.08 ± 0.00 
a 
0.07 ± 0.00 
b 
0.07 ± 0.00 
b 
0.06 ± 0.00 
c 
0.05 ± 0.00 
b 
0.05 ± 0.00 
b 
0.05 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
   
50 
 
0.06 ± 0.00 
b 
0.05 ± 0.00 
c 
0.05 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
h 
0.01 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
i 
0.00 ± 0.00 
i 
0.00 ± 0.00 
j 




1.11 ± 0.01 
a 
-32 
1.07 ± 0.01 
ab 
1.04 ± 0.01 
ab 
1.02 ± 0.01 
b 
0.98 ± 0.02 
ab 
0.98 ± 0.01 
c 
0.97 ± 0.01 
ab 
0.95 ± 0.00 
d 
0.90 ± 0.01 
c 
0.91 ± 0.00 
c 
0.88 ± 0.01 
c 
0.87 ± 0.01 
c 
0.84 ± 0.01 
e 
   
6 
 
1.08 ± 0.01 
a 
1.02 ± 0.01 
b 
0.98 ± 0.01 
c 
0.94 ± 0.01 
d 
0.94 ± 0.00 
a 
0.89 ± 0.00 
e 
0.90 ± 0.01 
f 
0.86 ± 0.01 
g 
0.85 ± 0.00 
g 
0.83 ± 0.00 
g 
0.83 ± 0.01 
cd 
0.80 ± 0.01 
h 
   
20 
 
1.07 ± 0.03 
b 
0.95 ± 0.02 
c 
0.93 ± 0.02 
cd 
0.90 ± 0.01 
d 
0.89 ± 0.01 
b 
0.78 ± 0.00 
a 
0.71 ± 0.01 
e 
0.72 ± 0.01 
f 
0.67 ± 0.01 
f 
0.67 ± 0.00 
f 
0.67 ± 0.00 
e 
0.62 ± 0.00 
g 
   
37 
 
0.89 ± 0.01 
b 
0.78 ± 0.02 
c 
0.71 ± 0.01 
d 
0.61 ± 0.02 
e 
0.49 ± 0.00 
f 
0.48 ± 0.00 
df 
0.43 ± 0.00 
g 
0.42 ± 0.01 
g 
0.35 ± 0.00 
h 
0.31 ± 0.00 
hi 
0.29 ± 0.01 
i 
0.23 ± 0.01 
j 
   
50 
 
0.46 ± 0.02 
b 
0.40 ± 0.00 
c 
0.34 ± 0.01 
d 
0.26 ± 0.00 
e 
0.15 ± 0.00 
f 
0.13 ± 0.00 
g 
0.08 ± 0.00 
h 
0.08 ± 0.00 
f 
0.05 ± 0.00 
i 
0.00 ± 0.00 
j 
0.00 ± 0.00 
j 
0.00 ± 0.00 
j 
                




0.18 ± 0.00 
a 
0.16 ± 0.00 
bcd 
0.16 ± 0.00 
bcd 
0.17 ± 0.00 
a 
0.17 ± 0.00 
cde 
0.18 ± 0.00 
f 
0.17 ± 0.00 
g 
0.15 ± 0.00 
cde 
0.16 ± 0.00 
bc 
0.14 ± 0.00 
e 
0.15 ± 0.00 
de 
0.14 ± 0.00 
g 
   6 
 
0.16 ± 0.00 
a 
0.17 ± 0.00 
a 
0.16 ± 0.00 
ab 
0.17 ± 0.00 
a 
0.14 ± 0.00 
a 
0.14 ± 0.00 
c 
0.16 ± 0.00 
ab 
0.15 ± 0.00 
d 
0.14 ± 0.00 
d 
0.14 ± 0.00 
d 
0.14 ± 0.00 
ab 
0.14 ± 0.00 
e 
   20 
 
0.16 ± 0.00 
ab 
0.16 ± 0.00 
cd 
0.16 ± 0.00 
bc 
0.15 ± 0.00 
e 
0.15 ± 0.00 
f 
0.14 ± 0.00 
g 
0.13 ± 0.00 
de 
0.14 ± 0.00 
hi 
0.12 ± 0.00 
j 
0.12 ± 0.00 
ij 
0.12 ± 0.00 
eh 
0.12 ± 0.00 
k 
   37 
 
0.16 ± 0.00 
b 
0.16 ± 0.00 
ab 
0.14 ± 0.00 
cd 
0.14 ± 0.00 
de 
0.10 ± 0.00 
e 
0.11 ± 0.00 
bc 
0.11 ± 0.00 
f 
0.10 ± 0.00 
f 
0.08 ± 0.00 
g 
0.08 ± 0.00 
g 
0.08 ± 0.00 
g 
0.06 ± 0.00 
h 
   50 
 
0.12 ± 0.00 
b 
0.10 ± 0.00 
c 
0.09 ± 0.00 
d 
0.08 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.00 
f 
0.04 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
g 
0.04 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
h 
0.00 ± 0.00 
h 
0.00 ± 0.00 
h 
                




0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
ac 
0.02 ± 0.00 
ac 
0.02 ± 0.00 
ac 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
ab 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
ab 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
e 
   6 
abc 
0.02 ± 0.00 
ab 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
ab 
0.02 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
e 
   20 
a 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
ac 
0.02 ± 0.00 
ac 
0.02 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
e 
   37 
 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
ac 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
b 
   50 
 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
bd 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
cd 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
fg 
0.01 ± 0.00 
h 
                




0.01 ± 0.00 
ae 
0.01 ± 0.00 
abce 
0.01 ± 0.00 
abe 
0.01 ± 0.00 
abe 
0.01 ± 0.00 
abe 
0.01 ± 0.00 
abe 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
cdf 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
bcd 
0.01 ± 0.00 
df 
0.01 ± 0.00 
g 
   6 
abcd 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
ae 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
abcd 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
bcd 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
bcd 
0.01 ± 0.00 
cd 






0.01 ± 0.00 
cd 
0.01 ± 0.00 
cd 
0.01 ± 0.00 
cd 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
bf 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
abf 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 












   37 
 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
be 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
e 
   50 
 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
g 
                




0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
ad 
0.01 ± 0.00 
de 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
e 
   6 
 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
c 
   20 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
d 
   
37 
ab 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
cd 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
de 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
cd 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
b 
   
50 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
ce 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
af 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
be 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
g 




0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
ab 
0.02 ± 0.00 
cd 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
ce 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
be 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
g 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
h 
   
6 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
   
20 
 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
   
37 
 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
bd 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
bd 
0.01 ± 0.00 
bdef 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
def 
0.01 ± 0.00 
ef 
0.01 ± 0.00 
bdf 
0.01 ± 0.00 
c 
   
50 
 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
bd 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
cf 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
cf 
0.00 ± 0.00 
cf 
0.00 ± 0.00 
f 
                




0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
bd 
0.01 ± 0.00 
ce 
0.01 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
ef 
0.00 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
h 
   
6 
 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
c 
0.00 ± 0.00 
bc 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
f 
   
20 
 
0.01 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
bc 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
c 
0.00 ± 0.00 
c 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
e 
   
37 
 
0.01 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
c 
0.00 ± 0.00 
c 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
c 
   
50 
 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
c 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
ce 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
                




0.02 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
de 
0.01 ± 0.00 
f 
   
6 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
g 
   
20 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
g 
   
37 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
d 
   
50 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
                




0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
cd 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
g 
   
6 
 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
   
20 
 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
   
37 
 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
   
50 
 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
b 













0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
f 
   
6 
abc 
0.02 ± 0.00 
abd 
0.02 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
ac 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
bd 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
f 
   
20 
 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
   
37 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
g 
   
50 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
1














Tabla A29. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el almacenamiento prolongado (12 meses) de granos 




inicial  Tiempo de almacenamiento (meses) 
Carotenoide   (μg/g) 
Temp 
(°C) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 




3.80 ± 0.03 
b 
3.93 ± 0.10 
b 
3.81 ± 0.01 
b 
3.44 ± 0.01 
cd 
3.32 ± 0.03 
c 
3.38 ± 0.02 
a 
3.30 ± 0.02 
e 
3.27 ± 0.04 
c 
3.38 ± 0.04 
c 
3.32 ± 0.14 
c 
3.28 ± 0.02 
d 
2.88 ± 0.00 
a 
   
6 
 
3.96 ± 0.07 
b 
3.73 ± 0.02 
c 
3.77 ± 0.01 
c 
3.58 ± 0.03 
d 
3.22 ± 0.05 
a 
3.35 ± 0.01 
a 
3.14 ± 0.04 
e 
3.11 ± 0.01 
f 
3.18 ± 0.05 
fg 
3.05 ± 0.01 
f 
3.02 ± 0.01 
eg 
2.74 ± 0.01 
a 
   
20 
 
3.76 ± 0.02 
b 
3.51 ± 0.04 
cd 
3.31 ± 0.01 
ef 
3.23 ± 0.04 
f 
2.68 ± 0.01 
de 
2.70 ± 0.01 
c 
2.73 ± 0.00 
g 
2.55 ± 0.02 
h 
2.48 ± 0.02 
hi 
2.37 ± 0.01 
hi 
2.24 ± 0.04 
i 
1.88 ± 0.01 
f 
   
37 
 
3.03 ± 0.03 
b 
2.46 ± 0.03 
c 
2.52 ± 0.02 
c 
1.99 ± 0.02 
d 
1.87 ± 0.01 
e 
1.58 ± 0.01 
e 
1.57 ± 0.01 
fg 
1.54 ± 0.02 
f 
1.26 ± 0.02 
h 
1.12 ± 0.00 
i 
1.00 ± 0.00 
i 
0.97 ± 0.05 
g 
   
50 
 
2.37 ± 0.02 
b 
1.53 ± 0.01 
c 
1.28 ± 0.00 
d 
0.85 ± 0.02 
e 
0.71 ± 0.00 
f 
0.66 ± 0.02 
e 
0.59 ± 0.01 
g 
0.45 ± 0.01 
h 
0.24 ± 0.00 
i 
0.26 ± 0.01 
i 
0.24 ± 0.01 
i 
0.08 ± 0.00 
j 
                




0.44 ± 0.00 
b 
0.46 ± 0.01 
b 
0.44 ± 0.00 
b 
0.42 ± 0.01 
c 
0.39 ± 0.00 
d 
0.43 ± 0.00 
e 
0.42 ± 0.01 
f 
0.39 ± 0.00 
d 
0.42 ± 0.00 
c 
0.39 ± 0.02 
d 
0.40 ± 0.00 
bc 
0.35 ± 0.00 
e 
   
6 
 
0.46 ± 0.01 
b 
0.44 ± 0.00 
c 
0.43 ± 0.00 
c 
0.43 ± 0.00 
c 
0.36 ± 0.01 
b 
0.42 ± 0.00 
d 
0.38 ± 0.00 
e 
0.38 ± 0.00 
f 
0.37 ± 0.01 
f 
0.36 ± 0.00 
g 
0.35 ± 0.00 
f 
0.32 ± 0.00 
a 
   
20 
 
0.46 ± 0.00 
b 
0.44 ± 0.00 
cd 
0.43 ± 0.00 
d 
0.45 ± 0.01 
bc 
0.37 ± 0.00 
a 
0.41 ± 0.00 
e 
0.41 ± 0.00 
f 
0.39 ± 0.00 
f 
0.38 ± 0.00 
g 
0.36 ± 0.00 
g 
0.37 ± 0.01 
f 
0.30 ± 0.00 
h 
   
37 
 
0.55 ± 0.00 
b 
0.50 ± 0.01 
ac 
0.50 ± 0.01 
ac 
0.45 ± 0.00 
d 
0.37 ± 0.01 
e 
0.36 ± 0.00 
c 
0.37 ± 0.00 
f 
0.39 ± 0.00 
f 
0.32 ± 0.01 
g 
0.29 ± 0.00 
h 
0.28 ± 0.00 
h 
0.26 ± 0.01 
d 
   
50 
 
0.63 ± 0.01 
b 
0.39 ± 0.01 
c 
0.37 ± 0.00 
d 
0.28 ± 0.01 
e 
0.26 ± 0.00 
e 
0.24 ± 0.01 
f 
0.21 ± 0.00 
g 
0.17 ± 0.01 
h 
0.11 ± 0.00 
i 
0.11 ± 0.00 
j 
0.09 ± 0.00 
i 
0.04 ± 0.00 
k 
                




0.82 ± 0.00 
a 
0.80 ± 0.01 
ab 
0.79 ± 0.00 
ab 
0.78 ± 0.00 
b 
0.71 ± 0.01 
c 
0.67 ± 0.00 
a 
0.68 ± 0.00 
d 
0.68 ± 0.01 
c 
0.65 ± 0.02 
e 
0.64 ± 0.03 
e 
0.59 ± 0.00 
e 
0.61 ± 0.00 
f 
   
6 
 
0.78 ± 0.01 
b 
0.77 ± 0.00 
b 
0.82 ± 0.00 
ac 
0.78 ± 0.00 
b 
0.66 ± 0.01 
c 
0.64 ± 0.02 
d 
0.63 ± 0.01 
e 
0.65 ± 0.00 
e 
0.68 ± 0.01 
e 
0.71 ± 0.00 
f 
0.62 ± 0.00 
e 
0.64 ± 0.00 
g 
   
20 
 
0.78 ± 0.00 
bc 
0.80 ± 0.01 
b 
0.85 ± 0.00 
d 
0.77 ± 0.01 
c 
0.71 ± 0.01 
e 
0.73 ± 0.01 
f 
0.73 ± 0.00 
gh 
0.75 ± 0.01 
g 
0.73 ± 0.01 
h 
0.73 ± 0.00 
b 
0.67 ± 0.00 
gh 
0.63 ± 0.00 
i 
   
37 
 
0.85 ± 0.01 
b 
0.82 ± 0.01 
ab 
0.89 ± 0.01 
c 
0.85 ± 0.01 
ab 
0.80 ± 0.01 
d 
0.73 ± 0.00 
e 
0.73 ± 0.00 
f 
0.72 ± 0.02 
f 
0.71 ± 0.01 
f 
0.70 ± 0.00 
f 
0.62 ± 0.00 
g 
0.60 ± 0.02 
e 
   
50 
 
0.78 ± 0.00 
b 
0.70 ± 0.01 
a 
0.64 ± 0.00 
c 
0.54 ± 0.00 
d 
0.53 ± 0.01 
d 
0.49 ± 0.00 
e 
0.40 ± 0.01 
f 
0.37 ± 0.00 
g 
0.33 ± 0.00 
hi 
0.29 ± 0.01 
h 
0.25 ± 0.01 
i 
0.15 ± 0.00 
j 
                




0.14 ± 0.00 
ab 
0.14 ± 0.00 
a 
0.13 ± 0.00 
ab 
0.13 ± 0.00 
c 
0.12 ± 0.00 
d 
0.11 ± 0.00 
b 
0.11 ± 0.00 
e 
0.11 ± 0.00 
fg 
0.11 ± 0.00 
h 
0.11 ± 0.01 
df 
0.10 ± 0.00 
gh 
0.10 ± 0.00 
e 
   
6 
a 
0.13 ± 0.00 
bc 
0.13 ± 0.00 
b 
0.14 ± 0.00 
ac 
0.13 ± 0.00 
b 
0.11 ± 0.00 
d 
0.11 ± 0.00 
a 
0.11 ± 0.00 
e 
0.11 ± 0.00 
f 
0.11 ± 0.00 
g 
0.11 ± 0.00 
h 
0.10 ± 0.00 
g 
0.10 ± 0.00 
i 
   
20 
 
0.13 ± 0.00 
cd 
0.14 ± 0.00 
ac 
0.14 ± 0.00 
ac 
0.13 ± 0.00 
d 
0.11 ± 0.00 
b 
0.11 ± 0.00 
e 
0.11 ± 0.00 
f 
0.12 ± 0.00 
g 
0.12 ± 0.00 
g 
0.12 ± 0.00 
d 
0.11 ± 0.00 
g 
0.10 ± 0.00 
h 
   
37 
 
0.15 ± 0.00 
cd 
0.14 ± 0.00 
ac 
0.15 ± 0.00 
de 
0.14 ± 0.00 
ac 
0.13 ± 0.00 
e 
0.13 ± 0.00 
f 
0.13 ± 0.00 
g 
0.12 ± 0.00 
g 
0.13 ± 0.00 
b 
0.13 ± 0.00 
ab 
0.12 ± 0.00 
h 
0.12 ± 0.00 
i 
   
50 
a 
0.16 ± 0.00 
b 
0.15 ± 0.00 
c 
0.16 ± 0.00 
b 
0.14 ± 0.00 
a 
0.14 ± 0.00 
a 
0.12 ± 0.00 
d 
0.10 ± 0.00 
e 
0.09 ± 0.00 
ef 
0.09 ± 0.00 
f 
0.08 ± 0.00 
g 
0.07 ± 0.00 
h 
0.05 ± 0.00 
i 
                




0.68 ± 0.00 
a 
0.66 ± 0.00 
abc 
0.66 ± 0.00 
bc 
0.65 ± 0.00 
c 
0.59 ± 0.01 
d 
0.56 ± 0.00 
ab 
0.57 ± 0.00 
e 
0.58 ± 0.01 
d 
0.54 ± 0.01 
f 
0.53 ± 0.02 
f 
0.49 ± 0.00 
f 
0.51 ± 0.00 
g 
   
6 
ab 
0.65 ± 0.01 
ac 
0.64 ± 0.00 
c 
0.68 ± 0.00 
bd 
0.65 ± 0.00 
ac 
0.55 ± 0.01 
d 
0.53 ± 0.02 
e 
0.52 ± 0.01 
f 
0.55 ± 0.00 
f 
0.57 ± 0.01 
f 
0.60 ± 0.00 
g 
0.52 ± 0.00 
f 
0.53 ± 0.00 
h 
   
20 
 
0.65 ± 0.00 
bc 
0.66 ± 0.01 
bc 
0.71 ± 0.00 
d 
0.65 ± 0.01 
c 
0.60 ± 0.00 
e 
0.61 ± 0.00 
f 
0.62 ± 0.00 
gh 
0.63 ± 0.01 
g 
0.61 ± 0.00 
h 
0.62 ± 0.00 
ab 
0.56 ± 0.00 
h 












   
37 
 
0.70 ± 0.00 
a 
0.68 ± 0.01 
a 
0.74 ± 0.01 
b 
0.70 ± 0.01 
a 
0.67 ± 0.01 
c 
0.61 ± 0.00 
d 
0.60 ± 0.00 
e 
0.59 ± 0.02 
ef 
0.58 ± 0.01 
ef 
0.57 ± 0.00 
f 
0.50 ± 0.00 
g 
0.48 ± 0.01 
h 
   
50 
 
0.62 ± 0.00 
b 
0.56 ± 0.01 
c 
0.48 ± 0.00 
d 
0.40 ± 0.00 
e 
0.38 ± 0.01 
f 
0.38 ± 0.00 
g 
0.30 ± 0.01 
h 
0.28 ± 0.00 
i 
0.24 ± 0.00 
j 
0.21 ± 0.01 
k 
0.18 ± 0.01 
j 
0.09 ± 0.00 
l 
                




1.35 ± 0.01 
ab 
1.33 ± 0.01 
abc 
1.34 ± 0.00 
abc 
1.31 ± 0.00 
bc 
1.17 ± 0.02 
d 
1.03 ± 0.00 
c 
1.06 ± 0.01 
e 
1.07 ± 0.01 
f 
1.00 ± 0.03 
g 
1.04 ± 0.05 
f 
0.94 ± 0.00 
fg 
1.04 ± 0.00 
e 
   
6 
ab 
1.27 ± 0.03 
acd 
1.25 ± 0.00 
acd 
1.37 ± 0.00 
ab 
1.30 ± 0.01 
de 
1.04 ± 0.02 
ac 
1.05 ± 0.03 
ac 
0.96 ± 0.02 
e 
0.99 ± 0.00 
e 
1.11 ± 0.01 
de 
1.13 ± 0.00 
cde 
0.97 ± 0.00 
e 
1.02 ± 0.00 
b 
   
20 
 
1.25 ± 0.00 
b 
1.26 ± 0.01 
b 
1.33 ± 0.00 
ac 
1.15 ± 0.02 
d 
1.02 ± 0.01 
c 
1.02 ± 0.01 
a 
0.98 ± 0.01 
e 
1.02 ± 0.01 
f 
1.05 ± 0.00 
f 
1.11 ± 0.00 
g 
0.90 ± 0.01 
e 
0.87 ± 0.00 
h 
   
37 
 
1.28 ± 0.01 
b 
1.19 ± 0.01 
cd 
1.21 ± 0.02 
c 
1.15 ± 0.01 
d 
1.02 ± 0.01 
cd 
0.93 ± 0.01 
ab 
0.87 ± 0.01 
e 
0.85 ± 0.03 
e 
0.85 ± 0.01 
e 
0.84 ± 0.00 
e 
0.72 ± 0.01 
f 
0.69 ± 0.02 
c 
   
50 
 
1.09 ± 0.01 
b 
1.01 ± 0.02 
c 
0.78 ± 0.01 
d 
0.65 ± 0.00 
e 
0.59 ± 0.01 
f 
0.60 ± 0.00 
g 
0.48 ± 0.01 
h 
0.44 ± 0.00 
i 
0.37 ± 0.01 
j 
0.35 ± 0.01 
k 
0.31 ± 0.01 
j 
0.15 ± 0.00 
l 
                




0.43 ± 0.00 
a 
0.44 ± 0.00 
a 
0.43 ± 0.00 
a 
0.42 ± 0.00 
ab 
0.38 ± 0.01 
c 
0.33 ± 0.00 
b 
0.34 ± 0.00 
d 
0.34 ± 0.01 
ef 
0.32 ± 0.01 
g 
0.32 ± 0.02 
e 
0.30 ± 0.00 
fg 
0.34 ± 0.00 
h 
   
6 
 
0.40 ± 0.01 
b 
0.41 ± 0.00 
ab 
0.44 ± 0.00 
c 
0.42 ± 0.00 
a 
0.33 ± 0.01 
ab 
0.33 ± 0.01 
ab 
0.32 ± 0.01 
d 
0.31 ± 0.00 
d 
0.35 ± 0.00 
e 
0.35 ± 0.00 
f 
0.32 ± 0.00 
g 
0.34 ± 0.00 
h 
   
20 
 
0.40 ± 0.00 
b 
0.41 ± 0.00 
cd 
0.42 ± 0.00 
ac 
0.36 ± 0.01 
e 
0.32 ± 0.01 
b 
0.31 ± 0.00 
bd 
0.29 ± 0.00 
f 
0.30 ± 0.00 
g 
0.32 ± 0.00 
h 
0.34 ± 0.00 
i 
0.28 ± 0.00 
f 
0.27 ± 0.00 
j 
   
37 
 
0.40 ± 0.00 
b 
0.37 ± 0.00 
cd 
0.36 ± 0.01 
c 
0.34 ± 0.00 
e 
0.29 ± 0.00 
e 
0.26 ± 0.00 
d 
0.25 ± 0.00 
fg 
0.24 ± 0.01 
f 
0.23 ± 0.00 
g 
0.23 ± 0.00 
g 
0.20 ± 0.00 
h 
0.20 ± 0.01 
c 
   
50 
 
0.35 ± 0.00 
b 
0.33 ± 0.00 
c 
0.25 ± 0.00 
d 
0.22 ± 0.00 
e 
0.20 ± 0.01 
f 
0.19 ± 0.00 
g 
0.16 ± 0.00 
h 
0.14 ± 0.00 
i 
0.13 ± 0.00 
k 
0.12 ± 0.00 
j 
0.11 ± 0.01 
k 
0.05 ± 0.00 
l 
                




0.92 ± 0.01 
ab 
0.90 ± 0.01 
ab 
0.91 ± 0.00 
ab 
0.89 ± 0.00 
b 
0.79 ± 0.01 
c 
0.71 ± 0.00 
b 
0.72 ± 0.00 
d 
0.73 ± 0.01 
e 
0.69 ± 0.02 
f 
0.72 ± 0.03 
ef 
0.64 ± 0.00 
ef 
0.70 ± 0.00 
d 
   
6 
ab 
0.86 ± 0.02 
abc 
0.84 ± 0.00 
abcd 
0.92 ± 0.00 
ab 
0.88 ± 0.01 
d 
0.71 ± 0.01 
ab 
0.72 ± 0.02 
ab 
0.64 ± 0.01 
cd 
0.68 ± 0.00 
cd 
0.76 ± 0.01 
acd 
0.78 ± 0.00 
acd 
0.65 ± 0.00 
cd 
0.68 ± 0.00 
b 
   
20 
ab 
0.85 ± 0.00 
c 
0.84 ± 0.01 
c 
0.91 ± 0.00 
ad 
0.79 ± 0.01 
e 
0.71 ± 0.01 
d 
0.72 ± 0.01 
b 
0.70 ± 0.01 
f 
0.72 ± 0.01 
g 
0.73 ± 0.00 
g 
0.77 ± 0.00 
e 
0.62 ± 0.01 
f 
0.60 ± 0.00 
h 
   
37 
 
0.88 ± 0.00 
b 
0.82 ± 0.01 
cd 
0.85 ± 0.01 
bcd 
0.82 ± 0.01 
d 
0.72 ± 0.01 
cd 
0.66 ± 0.00 
a 
0.62 ± 0.00 
e 
0.61 ± 0.02 
e 
0.62 ± 0.01 
e 
0.61 ± 0.00 
e 
0.52 ± 0.00 
f 
0.49 ± 0.02 
bc 
   
50 
 
0.74 ± 0.01 
b 
0.68 ± 0.01 
c 
0.52 ± 0.00 
d 
0.43 ± 0.00 
e 
0.39 ± 0.00 
f 
0.41 ± 0.00 
g 
0.32 ± 0.01 
h 
0.30 ± 0.00 
i 
0.24 ± 0.00 
k 
0.23 ± 0.01 
j 
0.21 ± 0.01 
k 
0.10 ± 0.00 
l 
                




0.12 ± 0.01 
a 
0.09 ± 0.00 
bcd 
0.10 ± 0.00 
bc 
0.10 ± 0.01 
bc 
0.08 ± 0.00 
bd 
0.09 ± 0.01 
c 
0.08 ± 0.00 
c 
0.09 ± 0.00 
bd 




0.07 ± 0.00 
d 
0.07 ± 0.00 
bc 
   
6 
 
0.11 ± 0.00 
ab 
0.10 ± 0.00 
cde 
0.11 ± 0.00 
bcd 
0.10 ± 0.00 
de 
0.09 ± 0.01 
bc 
0.10 ± 0.00 
a 
0.09 ± 0.00 
de 
0.10 ± 0.00 
e 
0.10 ± 0.00 
de 
0.10 ± 0.00 
de 
0.09 ± 0.00 
de 
0.09. ± 0.01 
f 
   
20 
ab 
0.10 ± 0.01 
c 
0.11 ± 0.00 
c 
0.13 ± 0.00 
abc 
0.11 ± 0.00 
abc 
0.12 ± 0.00 
d 
0.11 ± 0.00 
d 
0.12 ± 0.01 
abc 
0.11 ± 0.00 
ac 
0.12 ± 0.00 
abc 
0.13 ± 0.00 
b 
0.12 ± 0.00 
ab 
0.11 ± 0.00 
e 
   
37 
abc 
0.12 ± 0.01 
ab 
0.12 ± 0.00 
a 
0.15 ± 0.00 
bcd 
0.14 ± 0.00 
bcd 
0.16 ± 0.01 
e 
0.14 ± 0.01 
e 
0.15 ± 0.00 
bcd 
0.15 ± 0.00 
d 
0.15 ± 0.00 
cd 
0.16 ± 0.01 
d 
0.15 ± 0.01 
bcd 
0.14 ± 0.01 
f 
   
50 
ab 
0.12 ± 0.00 
abc 
0.12 ± 0.00 
c 
0.13 ± 0.00 
ab 
0.13 ± 0.00 
abc 
0.15 ± 0.00 
d 
0.14 ± 0.00 
e 
0.13 ± 0.01 
f 
0.12 ± 0.00 
a 
0.12 ± 0.00 
bc 
0.11 ± 0.00 
f 
0.11 ± 0.01 
f 
0.10 ± 0.00 
f 




0.36 ± 0.00 
a 
0.31 ± 0.00 
b 
0.34 ± 0.00 
cd 
0.33 ± 0.00 
cd 
0.28 ± 0.00 
e 
0.26 ± 0.00 
c 
0.25 ± 0.00 
af 
0.27 ± 0.00 
g 
0.25 ± 0.00 
h 
0.23 ± 0.01 
i 
0.22 ± 0.00 
hi 
0.23 ± 0.00 
df 
   
6 
ab 
0.33 ± 0.01 
c 
0.31 ± 0.00 
c 
0.36 ± 0.01 
ad 
0.33 ± 0.01 
c 
0.27 ± 0.00 
d 
0.28 ± 0.00 
ad 
0.25 ± 0.00 
e 
0.26 ± 0.00 
e 
0.29 ± 0.00 
f 
0.28 ± 0.00 
fg 
0.25 ± 0.00 
eg 
0.25 ± 0.00 
b 
   
20 
 
0.32 ± 0.00 
b 
0.32 ± 0.01 
b 
0.34 ± 0.01 
a 
0.31 ± 0.00 
bd 
0.30 ± 0.00 
a 
0.30 ± 0.01 
c 
0.29 ± 0.01 
de 
0.30 ± 0.01 
bde 
0.30 ± 0.00 
bde 
0.30 ± 0.00 
be 
0.26 ± 0.01 
e 
0.24 ± 0.00 
f 
   37 
 
0.34 ± 0.00 
bc 
0.33 ± 0.00 
b 
0.35 ± 0.01 
abc 
0.35 ± 0.00 
ac 
0.33 ± 0.00 
d 
0.30 ± 0.01 
e 
0.29 ± 0.01 
f 
0.29 ± 0.00 
f 
0.29 ± 0.00 
f 
0.28 ± 0.00 
f 
0.26 ± 0.00 
g 
0.24 ± 0.00 
e 
   
50 
 
0.27 ± 0.00 
b 
0.25 ± 0.01 
a 
0.22 ± 0.00 
c 
0.20 ± 0.00 
cd 
0.21 ± 0.00 
c 
0.2 ± 0.01 
a 
0.20 ± 0.00 
de 
0.19 ± 0.00 
e 
0.17 ± 0.00 
f 
0.15 ± 0.00 
f 
0.15 ± 0.00 
f 
0.08 ± 0.00 
g 
 

















0.40 ± 0.01 
a 
0.34 ± 0.01 
c 
0.35 ± 0.00 
cd 
0.36 ± 0.01 
bcd 
0.30 ± 0.01 
e 
0.28 ± 0.00 
c 
0.27 ± 0.01 
a 
0.28 ± 0.01 
e 
0.27 ± 0.01 
ef 
0.25 ± 0.01 
g 
0.24 ± 0.00 
fg 
0.25 ± 0.00 
abd 
   
6 
 
0.34 ± 0.01 
cd 
0.34 ± 0.01 
cde 
0.38 ± 0.01 
ab 
0.35 ± 0.01 
c 
0.29 ± 0.00 
a 
0.32 ± 0.00 
b 
0.29 ± 0.01 
de 
0.29 ± 0.00 
f 
0.33 ± 0.00 
cde 
0.32 ± 0.01 
de 
0.29 ± 0.00 
e 
0.30 ± 0.00 
g 
   
20 
 
0.36 ± 0.00 
a 
0.36 ± 0.01 
ab 
0.42 ± 0.01 
c 
0.37 ± 0.01 
ab 
0.36 ± 0.01 
d 
0.37 ± 0.00 
e 
0.38 ± 0.01 
ab 
0.37 ± 0.01 
ab 
0.36 ± 0.01 
ab 
0.39 ± 0.01 
b 
0.34 ± 0.00 
ab 
0.31 ± 0.01 
f 
   
37 
a 
0.39 ± 0.01 
ab 
0.39 ± 0.01 
ab 
0.44 ± 0.01 
c 
0.43 ± 0.00 
c 
0.44 ± 0.01 
d 
0.40 ± 0.01 
e 
0.40 ± 0.00 
abc 
0.41 ± 0.02 
bc 
0.40 ± 0.00 
abc 
0.39 ± 0.00 
ab 
0.36 ± 0.00 
a 
0.36 ± 0.01 
f 
   
50 
a 
0.34 ± 0.01 
b 
0.38 ± 0.01 
c 
0.33 ± 0.00 
d 
0.32 ± 0.00 
de 
0.33 ± 0.00 
f 
0.34 ± 0.01 
g 
0.30 ± 0.00 
hi 
0.28 ± 0.00 
eh 
0.26 ± 0.01 
i 
0.24 ± 0.01 
j 
0.23 ± 0.01 
j 
0.16 ± 0.00 
k 
                




0.06 ± 0.00 
a 
0.06 ± 0.00 
ac 
0.06 ± 0.00 
b 
0.06 ± 0.00 
c 
0.05 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
ab 
0.05 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.00 
c 
0.05 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
f 
   
6 
ab 
0.06 ± 0.00 
acd 
0.06 ± 0.00 
ac 
0.06 ± 0.00 
ab 
0.06 ± 0.00 
def 
0.05 ± 0.00 
g 
0.04 ± 0.00 
cde 
0.04 ± 0.00 
f 
0.04 ± 0.00 
ef 
0.05 ± 0.00 
def 
0.05 ± 0.00 
cde 
0.05 ± 0.00 
de 
0.05 ± 0.00 
b 
   
20 
 
0.06 ± 0.00 
bc 
0.05 ± 0.00 
bd 
0.05 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.00 
bc 
0.04 ± 0.00 
bc 
0.03 ± 0.00 
cf 
0.03 ± 0.00 
gh 
0.03 ± 0.00 
g 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
h 
0.03 ± 0.00 
de 
   
37 
 
0.05 ± 0.00 
b 
0.04 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
b 
0.03 ± 0.00 
de 
0.03 ± 0.00 
de 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
g 
0.02 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
h 
0.01 ± 0.00 
e 
   
50 
 
0.04 ± 0.00 
b 
0.03 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
1















Tabla A30. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides totales ( g/g PF)
1
 durante el almacenamiento prolongado (12 meses) de harinas integrales 
de tritordeum (variedad HT621) y trigo duro (variedad Don Pedro). 
  
Contenido 
inicial  Tiempo de almacenamiento (meses) 
Carotenoides totales   (μg/g) 
Temp 
(°C) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Tritordeum 
(HT621)  




7.37 ± 0.03 
a 
7.57 ± 0.11 
bcd 
7.48 ± 0.02 
b 
7.40 ± 0.01 
e 
7.40 ± 0.06 
b 
7.57 ± 0.03 
bcd 
7.63 ± 0.04 
f 
7.64 ± 0.07 
cd 
7.46 ± 0.11 
bc 
7.72 ± 0.26 
d 
7.41 ± 0.02 
b 
7.28 ± 0.01 
b 
   
6 
ab 
7.21 ± 0.02 
ac 
7.51 ± 0.01 
d 
7.38 ± 0.02 
ef 
7.18 ± 0.05 
abg 
7.34 ± 0.03 
ef 
7.30 ± 0.05 
efg 
7.64 ± 0.01 
h 
7.58 ± 0.01 
i 
7.36 ± 0.03 
ef 
7.43 ± 0.01 
de 
7.22 ± 0.00 
bfg 
6.84 ± 0.01 
c 
   
20 
 
7.31 ± 0.03 
b 
7.25 ± 0.09 
ab 
7.07 ± 0.02 
a 
6.55 ± 0.05 
c 
6.56 ± 0.04 
c 
6.21 ± 0.03 
d 
6.53 ± 0.04 
a 
6.15 ± 0.03 
c 
5.81 ± 0.05 
e 
5.78 ± 0.02 
de 
5.38 ± 0.03 
f 
5.34 ± 0.00 
f 
   
37 
 
6.80 ± 0.05 
a 
6.09 ± 0.06 
b 
5.23 ± 0.07 
c 
4.68 ± 0.03 
d 
4.34 ± 0.05 
e 
4.38 ± 0.04 
de 
4.14 ± 0.02 
e 
3.59 ± 0.10 
f 
2.99 ± 0.05 
g 
2.74 ± 0.01 
g 
2.19 ± 0.02 
h 
2.18 ± 0.13 
h 
   
50 
 
5.47 ± 0.04 
b 
3.79 ± 0.04 
c 
2.64 ± 0.01 
d 
1.37 ± 0.01 
e 
1.07 ± 0.02 
e 
0.82 ± 0.03 
e 
0.38 ± 0.03 
f 
0.19 ± 0.01 
g 
0.11 ± 0.02 
g 
- - - 
                
Trigo duro  
(Don Pedro)  




1.28 ± 0.01 
a 
1.26 ± 0.01 
ab 
1.26 ± 0.02 
ab 
1.27 ± 0.01 
a 
1.27 ± 0.02 
abc 
1.27 ± 0.01 
bcd 
1.33 ± 0.04 
e 
1.32 ± 0.04 
de 
1.28 ± 0.02 
bcd 
1.30 ± 0.01 
de 
1.30 ± 0.01 
cde 
1.30 ± 0.02 
de 
   
6 
 
1.21 ± 0.01 
a 
1.25 ± 0.02 
cde 
1.28 ± 0.01 
bcf 
1.28 ± 0.01 
abf 
1.29 ± 0.06 
eg 
1.30 ± 0.02 
cdf 
1.32 ± 0.01 
g 
1.34 ± 0.01 
eg 
1.27 ± 0.02 
cde 
1.33 ± 0.02 
de 
1.29 ± 0.01 
bcf 
1.28 ± 0.01 
bcf 
   
20 
 
1.24 ± 0.00 
c 
1.22 ± 0.01 
a 
1.22 ± 0.02 
bd 
1.17 ± 0.01 
e 
1.18 ± 0.01 
de 
1.14 ± 0.01 
f 
1.17 ± 0.01 
ab 
1.10 ± 0.01 
g 
1.08 ± 0.01 
fg 
1.04 ± 0.01 
f 
0.91 ± 0.01 
h 
0.89 ± 0.01 
h 
   
37 
a 
1.13 ± 0.01 
b 
1.00 ± 0.01 
c 
0.86 ± 0.01 
d 
0.69 ± 0.02 
e 
0.72 ± 0.04 
d 
0.60 ± 0.01 
e 
0.53 ± 0.01 
f 
0.40 ± 0.00 
g 
0.36 ± 0.00 
h 
0.37 ± 0.01 
gh 
0.24 ± 0.00 
i 






0.68 ± 0.01 
b 
0.47 ± 0.00 
c 
0.41 ± 0.01 
d 
0.32 ± 0.00 
e 
0.19 ± 0.00 
f 
0.22 ± 0.00 
g 
0.15 ± 0.00 
f 
0.15 ± 0.01 
f 
0.05 ± 0.00 
h 
- - - 
1













Tabla A31. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el almacenamiento prolongado (12 meses) de harina 
integral de trigo duro (variedad Don Pedro).  
Don Pedro  Contenido 
inicial 
 (μg/g) 
 Tiempo de almacenamiento (meses) 
Carotenoide  
Temp 
(°C) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
all-trans-Zeaxanteno 
  






























0.07 ± 0.00 





















0.07 ± 0.00 
0.08 ± 0.00 
a 
0.08 ± 0.00 
a 
0.07 ± 0.00 
ab 
0.07 ± 0.00 
ab 
0.08 ± 0.00 
b 
0.08 ± 0.00 
b 
0.08 ± 0.00 
b 
0.08 ± 0.00 
ab 
0.08 ± 0.00 
ab 
0.08 ± 0.00 
b 
   
6 0.08 ± 0.00 
abc 
0.08 ± 0.00 
d 
0.07 ± 0.00 
bc 
0.07 ± 0.00 
abc 
0.07 ± 0.00 
ab 
0.07 ± 0.00 
abc 
0.07 ± 0.00 
d 
0.07 ± 0.00 
abc 
0.07 ± 0.00 
c 
0.07 ± 0.00 
bc 
0.07 ± 0.00 
a 
0.07 ± 0.00 
a 




0.07 ± 0.00 
c
0.07 ± 0.00 
a
0.07 ± 0.01 
b 
0.06 ± 0.00 
d 
0.06 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
f 
   
37 
 
0.06 ± 0.00 
b 
0.03 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
h 
0.00 ± 0.00 
h 
   
50 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
cd 
0.00 ± 0.00 
de 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
ef 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
- - - 
                




1.06 ± 0.01 
ae 
1.04 ± 0.02 
abe 
1.05 ± 0.02 
abce 
1.05 ± 0.01 
e 
1.06 ± 0.02 
abcd 
1.05 ± 0.01 
bcdf 
1.09 ± 0.03 
f 
1.09 ± 0.04 
f 
1.05 ± 0.02 
bcdf 
1.07 ± 0.00 
cdf 
1.07 ± 0.00 
df 
1.08 ± 0.02 
df 
   
6 
abc 
0.98 ± 0.01 
a 
1.02 ± 0.01 
def 
1.03 ± 0.00 
abc 
1.03 ± 0.01 
abc 
1.04 ± 0.05 
de 
1.04 ± 0.01 
bcf 
1.04 ± 0.02 
d 
1.04 ± 0.01 
ef 
0.98 ± 0.01 
bcef 
1.03 ± 0.02 
bef 
1.00 ± 0.01 
abc 
0.98 ± 0.01 
ac 
   
20 0.99 ± 0.00 
b 
0.95 ± 0.01 
a 
0.92 ± 0.02 
c 
0.86 ± 0.01 
d 
0.85 ± 0.01 
d 
0.79 ± 0.00 
e 
0.79 ± 0.00 
d 
0.73 ± 0.01 
e 
0.71 ± 0.01 
e 
0.67 ± 0.00 
f 
0.56 ± 0.01 
g 
0.53 ± 0.00 
g 
   
37 0.77 ± 0.01 
b 
0.60 ± 0.01 
c 
0.47 ± 0.01 
d 
0.32 ± 0.00 
e 
0.32 ± 0.01 
f 
0.27 ± 0.01 
g 
0.23 ± 0.01 
h 
0.17 ± 0.00 
i 
0.15 ± 0.00 
i 
0.16 ± 0.00 
i 
0.10 ± 0.00 
j 
0.10 ± 0.00 
j 
   
50 0.30 ± 0.00 
b 
0.17 ± 0.00 
c 
0.16 ± 0.00 
cd 
0.13 ± 0.00 
d 
0.07 ± 0.00 
e 
0.09 ± 0.00 
e 
0.06 ± 0.00 
ef 
0.07 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
- - - 
                




0.17 ± 0.00 
d 
0.17 ± 0.00 
ab 
0.16 ± 0.00 
ad 
0.16 ± 0.00 
abc 
0.16 ± 0.00 
ab 
0.17 ± 0.00 
bc 
0.17 ± 0.00 
e 
0.18 ± 0.00 
f 
0.17 ± 0.00 
ab 
0.17 ± 0.00 
f 
0.17 ± 0.00 
c 
0.16 ± 0.00 
abc 
   6 
abc 
0.16 ± 0.00 
abcd 
0.15 ± 0.00 
d 
0.17 ± 0.00 
abc 
0.16 ± 0.00 
acd 
0.15 ± 0.01 
e 
0.16 ± 0.00 
abcd 
0.16 ± 0.01 
b 
0.17 ± 0.00 
ab 
0.16 ± 0.00 
cd 
0.17 ± 0.00 
abc 
0.16 ± 0.00 
abc 
0.16 ± 0.00 
abcd 
   20 
 
0.15 ± 0.00 
b 
0.15 ± 0.00 
b 
0.16 ± 0.00 
b 
0.14 ± 0.00 
c 
0.14 ± 0.00 
b 
0.13 ± 0.00 
d 
0.13 ± 0.00 
c 
0.12 ± 0.00 
d 
0.13 ± 0.00 
d 
0.11 ± 0.00 
e 
0.11 ± 0.00 
e 
0.11 ± 0.00 
e 
   37 
 
0.16 ± 0.00 
a 
0.13 ± 0.00 
b 
0.09 ± 0.00 
c 
0.07 ± 0.00 
d 
0.07 ± 0.00 
e 
0.06 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
f 
0.04 ± 0.00 
g 
0.03 ± 0.00 
g 
0.04 ± 0.00 
g 
0.03 ± 0.00 
h 
0.02 ± 0.00 
h 
   50 0.07 ± 0.00 
b 
0.05 ± 0.00 
c 
0.05 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
g 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
h 
0.01 ± 0.00 
i 
- - - 
                
Luteína 
monolinoleato 




0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
b 
0.03 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
a 
   6 
 
0.03 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
b 
0.04 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
c 
0.05 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
e 
0.06 ± 0.00 
f 
0.06 ± 0.00 
g 
0.06 ± 0.00 
g 
0.07 ± 0.00 
hi 
0.07 ± 0.00 
h 
0.07 ± 0.00 
i 
   20 
 
0.04 ± 0.01 
b 
0.06 ± 0.01 
c 
0.08 ± 0.01 
d 
0.08 ± 0.00 
d 
0.09 ± 0.00 
e 
0.10 ± 0.00 
f 
0.11 ± 0.00 
g 
0.11 ± 0.00 
g 
0.11 ± 0.00 
g 
0.12 ± 0.00 
g 
0.10 ± 0.00 
f 
0.11 ± 0.00 
h 
   37 
 
0.09 ± 0.01 
b 
0.12 ± 0.01 
c 
0.12 ± 0.00 
c 
0.12 ± 0.01 
bd 
0.11 ± 0.01 
c 
0.08 ± 0.01 
d 
0.07 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.01 
f 
0.04 ± 0.00 
f 
0.04 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.01 
a 
0.03 ± 0.00 
a 
   50 
 
0.10 ± 0.02 
b 
0.08 ± 0.01 
c 
0.06 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.01 
e 
0.03 ± 0.01 
f 
0.03 ± 0.00 
g 
0.02 ± 0.00 
h 
0.02 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
i 
- - - 
                




0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
   6 
 
0.01 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
g 
0.03 ± 0.00 
g 
0.03 ± 0.00 
h 
0.03 ± 0.00 
h 
0.03 ± 0.00 
h 
   20 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.03 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
e 
0.06 ± 0.00 
f 
0.06 ± 0.00 
g 
0.06 ± 0.00 
gh 
0.06 ± 0.00 
gi 
0.06 ± 0.00 
h 
0.06 ± 0.00 
i 











   37 
 
0.05 ± 0.00 
b 
0.06 ± 0.00 
c 
0.06 ± 0.00 
c 
0.06 ± 0.00 
b 
0.06 ± 0.00 
c 
0.05 ± 0.00 
b 
0.04 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
af 
   50 
 
0.06 ± 0.00 
b 
0.04 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
g 
- - - 
                




0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.02 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ab 
   6 
 
0.01 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
g 
0.03 ± 0.00 
gh 
0.04 ± 0.00 
ij 
0.04 ± 0.00 
hi 
0.04 ± 0.00 
j 
   20 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.03 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.00 
fg 
0.05 ± 0.00 
f 
0.05 ± 0.00 
h 
0.05 ± 0.00 
i 
0.05 ± 0.00 
hi 
0.05 ± 0.00 
i 
0.04 ± 0.00 
g 
0.05 ± 0.00 
fg 
   37 
ab 
0.05 ± 0.00 
c 
0.06 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.00 
f 
0.05 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
fg 
0.03 ± 0.00 
g 
0.02 ± 0.00 
h 
0.02 ± 0.00 
hi 
0.02 ± 0.00 
ai 
0.01 ± 0.00 
j 
0.01 ± 0.00 
bj 
   50 
 
0.04 ± 0.00 
b 
0.04 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
g 
- - - 
                
Luteína 
monopalmitato 




0.01 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
abc 
0.01 ± 0.00 
abc 
   6 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
ef 
0.04 ± 0.00 
g 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
f 
   20 
 
0.03 ± 0.00 
b 
0.04 ± 0.00 
c 
0.05 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
e 
0.06 ± 0.00 
f 
0.07 ± 0.00 
g 
0.06 ± 0.00 
gh 
0.06 ± 0.00 
gh 
0.06 ± 0.00 
h 
0.06 ± 0.00 
ef 
0.06 ± 0.00 
ef 
   
37 
 
0.06 ± 0.00 
b 
0.08 ± 0.00 
c 
0.07 ± 0.00 
d 
0.07 ± 0.00 
e 
0.07 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
g 
0.02 ± 0.00 
g 
   
50 
 
0.07 ± 0.00 
b 
0.05 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
fg 
0.01 ± 0.00 
h 
0.01 ± 0.00 
af 
0.01 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
i 
- - - 
                
Luteína 3’-O-
palmitato 




0.00 ± 0.00 
ab 
0.00 ± 0.00 
abc 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
abc 
0.00 ± 0.00 
abc 
0.00 ± 0.00 
abc 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
bc 
0.00 ± 0.00 
c 
0.00 ± 0.00 
abc 
   6 
 
0.00 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
f 
   20 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
0.04 ± 0.00 
g 
0.04 ± 0.00 
g 
0.04 ± 0.00 
g 
0.04 ± 0.00 
g 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
f 
   37 
 
0.03 ± 0.00 
b 
0.04 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
bd 
0.04 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
bd 
0.03 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
f 
                




0.00 ± 0.00 
ae 
0.00 ± 0.00 
abc 
0.00 ± 0.00 
ae 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
abcd 
0.00 ± 0.00 
bcd 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
abe 
0.00 ± 0.00 
cd 
0.00 ± 0.00 
abc 
0.00 ± 0.00 
abcd 
   6 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
   20 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
cde 
0.02 ± 0.00 
cdf 
0.02 ± 0.00 
ce 
0.03 ± 0.00 
fgh 
0.02 ± 0.00 
fgh 
0.03 ± 0.00 
i 
0.03 ± 0.00 
gh 
0.03 ± 0.00 
g 
0.02 ± 0.00 
dfh 
0.02 ± 0.00 
cde 
0.02 ± 0.00 
e 
   37 
 
0.03 ± 0.00 
b 
0.04 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
bd 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
h 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
ag 
   50 
a 
0.03 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
h 
- - - 
                




- - - - - - - - - - - - 
   6 
 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
c 
   20 
 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
b 
0.03 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
f 
0.05 ± 0.00 
e 
   37 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.03 ± 0.00 
c 
0.05 ± 0.00 
d 
0.06 ± 0.00 
de 
0.08 ± 0.01 
f 
0.07 ± 0.00 
fg 
0.07 ± 0.00 
fg 
0.06 ± 0.00 
eg 
0.06 ± 0.00 
de 
0.05 ± 0.00 
de 
0.04 ± 0.00 
h 
0.03 ± 0.00 
h 
   50 
 
0.06 ± 0.00 
b 
0.06 ± 0.00 
b 
0.05 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
a 
- - - 
                
Luteína dipalmitato  0.00 ± 0.00 
a 











   6 - - - - - - - - - - - - 
   20 
 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
bc 
0.00 ± 0.00 
bc 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
cd 
0.00 ± 0.00 
bc 
   37 
 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
def 
0.01 ± 0.00 
dgh 
0.01 ± 0.00 
i 
0.01 ± 0.00 
gi 
0.01 ± 0.00 
ghi 
0.01 ± 0.00 
de 
0.01 ± 0.00 
deh 
0.01 ± 0.00 
dh 
0.01 ± 0.00 
cef 
0.00 ± 0.00 
cf 
   50 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
bc 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
ef 
0.00 ± 0.00 
ef 
0.00 ± 0.00 
a 
- - - 
                
Luteína 
linoleatopalmitato 




- - - - - - - - - - - - 
   6 
 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
b 
0.00 ± 0.00 
c 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
c 
   20 
 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.00 ± 0.00 
a 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
e 
   37 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.00 
d 
0.05 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.00 
f 
0.05 ± 0.00 
f 
0.04 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
c 
   50 
 
0.05 ± 0.00 
b 
0.05 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
a 
- - - 
                
all-trans- -Caroteno  0.01 ± 0.00 -32 
abc 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
ac 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
cd 
0.01 ± 0.00 
ab 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
abc 
   6 - - - - - - - - - - - - 
   20 - - - - - - - - - - - - 
   37 - - - - - - - - - - - - 
   50 - - - - - - - - - - - - 
                




0.03 ± 0.00 
a 
0.03 ± 0.00 
cde 
0.03 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
ab 
0.02 ± 0.00 
abcd 
0.03 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
de 
0.03 ± 0.00 
abc 
0.03 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.00 
de 
0.02 ± 0.00 
bcde 
   6 
 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
bcde 
0.02 ± 0.00 
adf 
0.02 ± 0.00 
cde 
0.02 ± 0.00 
cdef 
0.02 ± 0.00 
bce 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
cde 
0.03 ± 0.00 
cdef 
0.02 ± 0.00 
adef 
0.02 ± 0.00 
af 
   20 
abc 
0.02 ± 0.00 
a 
0.02 ± 0.00 
ab 
0.02 ± 0.00 
bc 
0.02 ± 0.00 
cd 
0.02 ± 0.00 
cd 
0.02 ± 0.00 
de 
0.02 ± 0.00 
abc 
0.02 ± 0.00 
de 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
g 
   37 
 
0.02 ± 0.00 
b 
0.02 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
de 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.01 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
g 
   50 
 
0.01 ± 0.00 
b 
0.01 ± 0.00 
c 
0.01 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
- - - 
1











Tabla A32. Evolución del contenido de pigmentos carotenoides individuales ( g/g PF)
1
 durante el almacenamiento prolongado (12 meses) de harina 




inicial  Tiempo de almacenamiento (meses) 
Carotenoide   (μg/g) 
Temp 
(°C) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 




3.73 ± 0.02 
a 
3.79 ± 0.01 
cd 
3.79 ± 0.01 
bc 
3.84 ± 0.04 
e 
3.82 ± 0.05 
df 
3.77 ± 0.03 
d 
3.73 ± 0.01 
g 
3.79 ± 0.02 
df 
3.76 ± 0.01 
cd 
3.88 ± 0.01 
f 
3.78 ± 0.01 
d 
3.69 ± 0.02 
df 
   6 
ab 
3.55 ± 0.02 
a 
3.65 ± 0.01 
c 
3.65 ± 0.03 
b 
3.62 ± 0.01 
ab 
3.54 ± 0.02 
a 
3.47 ± 0.02 
d 
3.57 ± 0.02 
c 
3.54 ± 0.01 
ab 
3.42 ± 0.02 
de 
3.45 ± 0.02 
d 
3.36 ± 0.02 
e 
3.13 ± 0.01 
f 
   20 
 
3.42 ± 0.02 
b 
3.22 ± 0.02 
c 
2.98 ± 0.02 
d 
2.70 ± 0.01 
e 
2.49 ± 0.02 
f 
2.21 ± 0.05 
g 
2.13 ± 0.00 
h 
1.86 ± 0.01 
i 
1.71 ± 0.01 
j 
1.68 ± 0.01 
j 
1.52 ± 0.01 
k 
1.51 ± 0.01 
k 
   37 
 
2.11 ± 0.02 
b 
1.40 ± 0.01 
c 
0.93 ± 0.01 
d 
0.67 ± 0.02 
e 
0.48 ± 0.02 
f 
0.36 ± 0.01 
g 
0.26 ± 0.00 
h 
0.19 ± 0.00 
i 
0.13 ± 0.00 
j 
0.11 ± 0.00 
j 
0.07 ± 0.00 
j 
0.07 ± 0.00 
j 
   50 
 
0.76 ± 0.01 
b 
0.26 ± 0.01 
c 
0.17 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.00 
e 
0.05 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
e 
- - - 
                




0.45 ± 0.00 
d 
0.44 ± 0.01 
ab 
0.44 ± 0.00 
a 
0.42 ± 0.01 
d 
0.41 ± 0.00 
e 
0.42 ± 0.00 
abcf 
0.44 ± 0.01 
g 
0.43 ± 0.00 
cf 
0.43 ± 0.00 
abcf 
0.44 ± 0.02 
f 
0.43 ± 0.00 
cf 
0.43 ± 0.00 
bcf 
   6 
ab 
0.44 ± 0.01 
c 
0.44 ± 0.00 
ade 
0.44 ± 0.00 
ade 
0.42 ± 0.00 
c 
0.42 ± 0.01 
c 
0.42 ± 0.00 
cd 
0.43 ± 0.00 
b 
0.44 ± 0.00 
a 
0.42 ± 0.01 
cd 
0.44 ± 0.00 
ae 
0.43 ± 0.00 
cde 
0.41 ± 0.00 
c 
   20 
 
0.46 ± 0.00 
a 
0.44 ± 0.00 
a 
0.43 ± 0.00 
a 
0.40 ± 0.01 
bc 
0.40 ± 0.00 
b 
0.38 ± 0.00 
d 
0.37 ± 0.00 
cd 
0.36 ± 0.00 
d 
0.33 ± 0.00 
e 
0.32 ± 0.00 
ef 
0.31 ± 0.01 
f 
0.32 ± 0.00 
ef 
   37 
 
0.50 ± 0.00 
b 
0.39 ± 0.01 
c 
0.26 ± 0.01 
d 
0.20 ± 0.00 
e 
0.16 ± 0.01 
f 
0.12 ± 0.00 
g 
0.09 ± 0.00 
h 
0.06 ± 0.00 
i 
0.05 ± 0.01 
j 
0.03 ± 0.00 
jk 
0.03 ± 0.00 
k 
0.02 ± 0.01 
k 
   50 
 
0.27 ± 0.01 
b 
0.12 ± 0.01 
c 
0.08 ± 0.00 
d 
0.04 ± 0.01 
e 
0.03 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.01 
f 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.01 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
- - - 
                




0.84 ± 0.00 
a 
0.86 ± 0.01 
bcde 
0.84 ± 0.00 
bc 
0.83 ± 0.00 
a 
0.83 ± 0.01 
b 
0.87 ± 0.00 
cde 
0.89 ± 0.00 
f 
0.88 ± 0.01 
de 
0.85 ± 0.02 
bcd 
0.89 ± 0.03 
e 
0.85 ± 0.00 
bc 
0.85 ± 0.00 
bc 
   6 
 
0.86 ± 0.01 
a 
0.90 ± 0.00 
bc 
0.87 ± 0.00 
b 
0.83 ± 0.00 
d 
0.88 ± 0.01 
b 
0.90 ± 0.02 
bc 
0.92 ± 0.01 
e 
0.92 ± 0.00 
e 
0.92 ± 0.01 
cfg 
0.93 ± 0.00 
f 
0.93 ± 0.00 
fg 
0.91 ± 0.00 
c 
   20 
 
0.91 ± 0.00 
b 
0.97 ± 0.01 
cd 
0.99 ± 0.00 
c 
0.95 ± 0.01 
d 
1.00 ± 0.01 
c 
1.00 ± 0.01 
c 
1.05 ± 0.00 
e 
1.05 ± 0.01 
f 
1.03 ± 0.01 
g 
1.04 ± 0.00 
fg 
0.98 ± 0.00 
c 
0.94 ± 0.00 
d 
   37 
 
1.15 ± 0.01 
b 
1.16 ± 0.01 
b 
1.03 ± 0.01 
c 
0.92 ± 0.01 
d 
0.84 ± 0.01 
e 
0.79 ± 0.00 
a 
0.70 ± 0.00 
f 
0.59 ± 0.02 
g 
0.47 ± 0.01 
h 
0.41 ± 0.00 
i 
0.30 ± 0.00 
j 
0.30 ± 0.02 
j 
   50 
 
1.04 ± 0.00 
b 
0.66 ± 0.01 
c 
0.41 ± 0.00 
d 
0.19 ± 0.00 
e 
0.13 ± 0.01 
e 
0.09 ± 0.00 
e 
0.03 ± 0.01 
f 
0.00 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
g 
- - - 
                




0.14 ± 0.00 
a 
0.15 ± 0.00 
bc 
0.15 ± 0.00 
b 
0.14 ± 0.00 
a 
0.13 ± 0.00 
a 
0.15 ± 0.00 
bc 
0.16 ± 0.00 
d 
0.16 ± 0.00 
cd 
0.15 ± 0.00 
b 
0.16 ± 0.00 
cd 
0.15 ± 0.00 
b 
0.15 ± 0.00 
b 
   6 
 
0.14 ± 0.00 
a 
0.18 ± 0.00 
b 
0.18 ± 0.00 
b 
0.16 ± 0.00 
c 
0.18 ± 0.00 
b 
0.20 ± 0.00 
d 
0.22 ± 0.00 
e 
0.23 ± 0.00 
f 
0.22 ± 0.00 
e 
0.23 ± 0.00 
f 
0.23 ± 0.00 
f 
0.25 ± 0.00 
g 
   20 
 
0.20 ± 0.00 
b 
0.24 ± 0.00 
c 
0.27 ± 0.00 
d 
0.27 ± 0.00 
d 
0.31 ± 0.00 
e 
0.34 ± 0.00 
f 
0.40 ± 0.00 
g 
0.40 ± 0.00 
h 
0.42 ± 0.00 
g 
0.42 ± 0.00 
i 
0.41 ± 0.00 
h 
0.39 ± 0.00 
j 
   37 
 
0.42 ± 0.00 
b 
0.49 ± 0.00 
c 
0.47 ± 0.00 
d 
0.43 ± 0.00 
b 
0.42 ± 0.01 
b 
0.42 ± 0.00 
b 
0.39 ± 0.00 
e 
0.33 ± 0.01 
f 
0.27 ± 0.00 
g 
0.24 ± 0.00 
h 
0.19 ± 0.00 
i 
0.19 ± 0.00 
i 
   50 
 
0.47 ± 0.00 
b 
0.34 ± 0.00 
c 
0.20 ± 0.00 
d 
0.10 ± 0.00 
e 
0.07 ± 0.00 
f 
0.06 ± 0.00 
f 
0.02 ± 0.00 
g 
0.00 ± 0.00 
h 
0.00 ± 0.00 
h 
- -  
                




0.70 ± 0.01 
a 
0.71 ± 0.00 
bcd 
0.69 ± 0.01 
b 
0.69 ± 0.01 
a 
0.70 ± 0.01 
b 
0.72 ± 0.01 
bcd 
0.73 ± 0.00 
e 
0.73 ± 0.01 
cd 
0.70 ± 0.00 
bc 
0.73 ± 0.00 
d 
0.69 ± 0.00 
b 
0.70 ± 0.00 
bc 
   6 
ab 
0.72 ± 0.00 
a 
0.72 ± 0.00 
c 
0.70 ± 0.01 
d 
0.67 ± 0.00 
b 
0.70 ± 0.00 
d 
0.70 ± 0.00 
d 
0.70 ± 0.00 
e 
0.69 ± 0.00 
e 
0.70 ± 0.00 
d 
0.70 ± 0.00 
cd 
0.70 ± 0.00 
d 
0.65 ± 0.00 
ab 
   20 
ab 
0.71 ± 0.01 
c 
0.72 ± 0.01 
c 
0.72 ± 0.00 
c 
0.68 ± 0.00 
d 
0.68 ± 0.00 
d 
0.66 ± 0.01 
a 
0.66 ± 0.00 
c 
0.65 ± 0.00 
bd 
0.61 ± 0.01 
e 
0.61 ± 0.00 
e 
0.58 ± 0.00 
f 












   37 
 
0.74 ± 0.00 
b 
0.67 ± 0.00 
a 
0.56 ± 0.00 
c 
0.49 ± 0.00 
d 
0.41 ± 0.02 
e 
0.37 ± 0.00 
f 
0.31 ± 0.00 
g 
0.25 ± 0.00 
h 
0.19 ± 0.00 
i 
0.17 ± 0.00 
j 
0.12 ± 0.00 
k 
0.12 ± 0.00 
k 
   50 
 
0.57 ± 0.00 
b 
0.32 ± 0.00 
c 
0.22 ± 0.00 
d 
0.09 ± 0.00 
e 
0.06 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
- - - 
                




1.46 ± 0.01 
a 
1.49 ± 0.01 
cd 
1.46 ± 0.00 
ef 
1.44 ± 0.00 
a 
1.44 ± 0.02 
bg 
1.50 ± 0.00 
cde 
1.50 ± 0.01 
h 
1.52 ± 0.01 
cd 
1.47 ± 0.03 
cef 
1.50 ± 0.05 
d 
1.45 ± 0.00 
efg 
1.44 ± 0.00 
fg 
   6 
ab 
1.45 ± 0.03 
a 
1.49 ± 0.00 
c 
1.42 ± 0.00 
d 
1.36 ± 0.01 
a 
1.39 ± 0.02 
be 
1.40 ± 0.03 
bde 
1.45 ± 0.02 
c 
1.43 ± 0.00 
c 
1.42 ± 0.01 
de 
1.42 ± 0.00 
de 
1.38 ± 0.00 
be 
1.30 ± 0.00 
f 
   20 
 
1.45 ± 0.00 
b 
1.45 ± 0.01 
b 
1.39 ± 0.00 
a 
1.27 ± 0.02 
cd 
1.25 ± 0.01 
ce 
1.18 ± 0.01 
f 
1.24 ± 0.01 
e 
1.18 ± 0.01 
df 
1.09 ± 0.00 
g 
1.06 ± 0.00 
g 
1.03 ± 0.01 
h 
0.99 ± 0.00 
i 
   37 
 
1.40 ± 0.01 
a 
1.26 ± 0.01 
b 
0.99 ± 0.02 
c 
0.80 ± 0.01 
d 
0.71 ± 0.01 
e 
0.66 ± 0.01 
f 
0.57 ± 0.01 
g 
0.46 ± 0.03 
h 
0.36 ± 0.01 
i 
0.29 ± 0.00 
j 
0.22 ± 0.01 
k 
0.21 ± 0.02 
k 
   50 
 
1.10 ± 0.01 
b 
0.60 ± 0.02 
c 
0.39 ± 0.01 
d 
0.16 ± 0.00 
e 
0.10 ± 0.01 
e 
0.08 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.01 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.01 
f 
- - - 
                




0.47 ± 0.01 
a 
0.49 ± 0.00 
bc 
0.49 ± 0.01 
bde 
0.46 ± 0.01 
a 
0.48 ± 0.01 
a 
0.50 ± 0.00 
bd 
0.49 ± 0.00 
f 
0.51 ± 0.00 
bc 
0.50 ± 0.00 
bde 
0.52 ± 0.00 
c 
0.49 ± 0.00 
de 
0.48 ± 0.00 
e 
   6 
 
0.48 ± 0.00 
a 
0.50 ± 0.00 
b 
0.48 ± 0.01 
c 
0.47 ± 0.00 
a 
0.47 ± 0.00 
d 
0.50 ± 0.00 
c 
0.51 ± 0.00 
e 
0.51 ± 0.00 
e 
0.52 ± 0.00 
b 
0.52 ± 0.00 
b 
0.51 ± 0.00 
bc 
0.47 ± 0.00 
d 
   20 
 
0.51 ± 0.01 
b 
0.54 ± 0.00 
c 
0.53 ± 0.00 
c 
0.50 ± 0.00 
d 
0.50 ± 0.00 
b 
0.50 ± 0.01 
b 
0.52 ± 0.00 
e 
0.52 ± 0.00 
c 
0.52 ± 0.01 
b 
0.51 ± 0.00 
b 
0.51 ± 0.00 
d 
0.50 ± 0.00 
a 
   37 
 
0.61 ± 0.00 
b 
0.61 ± 0.00 
b 
0.52 ± 0.00 
c 
0.43 ± 0.00 
d 
0.40 ± 0.01 
e 
0.39 ± 0.00 
e 
0.35 ± 0.00 
f 
0.29 ± 0.00 
g 
0.23 ± 0.00 
h 
0.19 ± 0.00 
i 
0.15 ± 0.00 
j 
0.14 ± 0.00 
j 
   50 
 
0.57 ± 0.00 
b 
0.35 ± 0.00 
c 
0.22 ± 0.00 
d 
0.09 ± 0.00 
e 
0.06 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
- - - 
                




0.99 ± 0.01 
a 
1.00 ± 0.01 
bc 
0.96 ± 0.01 
de 
0.97 ± 0.01 
a 
0.96 ± 0.02 
d 
1.00 ± 0.01 
bce 
1.01 ± 0.00 
f 
1.01 ± 0.01 
bc 
0.98 ± 0.00 
bde 
0.98 ± 0.00 
c 
0.96 ± 0.01 
d 
0.96 ± 0.00 
d 
   6 
abc 
0.97 ± 0.01 
ad 
0.99 ± 0.00 
e 
0.94 ± 0.01 
cf 
0.89 ± 0.00 
ad 
0.92 ± 0.01 
bc 
0.90 ± 0.00 
ab 
0.94 ± 0.00 
eg 
0.93 ± 0.00 
fg 
0.90 ± 0.01 
ab 
0.90 ± 0.00 
ab 
0.87 ± 0.00 
d 
0.83 ± 0.00 
h 
   20 
 
0.94 ± 0.01 
a 
0.92 ± 0.00 
a 
0.85 ± 0.00 
b 
0.77 ± 0.01 
c 
0.75 ± 0.01 
c 
0.68 ± 0.01 
d 
0.72 ± 0.00 
e 
0.66 ± 0.01 
d 
0.57 ± 0.01 
f 
0.55 ± 0.00 
f 
0.52 ± 0.00 
g 
0.49 ± 0.00 
h 
   37 
 
0.79 ± 0.00 
b 
0.65 ± 0.00 
c 
0.47 ± 0.00 
d 
0.37 ± 0.00 
e 
0.30 ± 0.01 
f 
0.26 ± 0.00 
g 
0.21 ± 0.00 
h 
0.17 ± 0.00 
i 
0.13 ± 0.00 
j 
0.10 ± 0.00 
k 
0.08 ± 0.00 
l 
0.07 ± 0.00 
l 
   50 
 
0.52 ± 0.00 
b 
0.25 ± 0.00 
c 
0.18 ± 0.00 
d 
0.07 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
e 
0.01 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
0.00 ± 0.00 
f 
- - - 
                




0.11 ± 0.00 
abc 
0.12 ± 0.01 
de 
0.12 ± 0.00 
ade 
0.10 ± 0.00 
bc 
0.11 ± 0.01 
abcd 
0.13 ± 0.01 
e 
0.14 ± 0.01 
f 
0.13 ± 0.00 
e 
0.11 ± 0.01 
abcd 
0.12 ± 0.00 
abde 
0.11 ± 0.00 
abc 
0.10 ± 0.01 
c 
   6 
 
0.12 ± 0.01 
a 
0.14 ± 0.00 
b 
0.15 ± 0.01 
b 
0.14 ± 0.00 
b 
0.18 ± 0.00 
c 
0.19 ± 0.00 
c 
0.23 ± 0.00 
de 
0.23 ± 0.01 
d 
0.22 ± 0.00 
d 
0.22 ± 0.00 
d 
0.22 ± 0.00 
d 
0.24 ± 0.00 
e 
   20 
 
0.16 ± 0.00 
b 
0.20 ± 0.01 
c 
0.26 ± 0.01 
d 
0.28 ± 0.01 
d 
0.35 ± 0.01 
e 
0.39 ± 0.01 
f 
0.51 ± 0.00 
gh 
0.50 ± 0.01 
g 
0.53 ± 0.01 
h 
0.55 ± 0.00 
i 
0.50 ± 0.00 
g 
0.53 ± 0.01 
h 
   37 
 
0.42 ± 0.01 
b 
0.55 ± 0.01 
c 
0.67 ± 0.00 
d 
0.74 ± 0.02 
e 
0.79 ± 0.02 
f 
0.96 ± 0.01 
g 
1.02 ± 0.01 
h 
0.93 ± 0.02 
i 
0.82 ± 0.01 
f 
0.82 ± 0.01 
j 
0.67 ± 0.00 
d 
0.69 ± 0.01 
d 
   50 
 
0.69 ± 0.03 
b 
0.76 ± 0.01 
c 
0.54 ± 0.01 
d 
0.37 ± 0.00 
e 
0.30 ± 0.00 
ef 
0.23 ± 0.01 
f 
0.12 ± 0.00 
a 
0.07 ± 0.00 
g 
0.04 ± 0.00 
g 
- - - 
                




0.36 ± 0.00 
ad 
0.39 ± 0.00 
bc 
0.37 ± 0.01 
ab 
0.34 ± 0.01 
ad 
0.36 ± 0.01 
ad 
0.39 ± 0.01 
bc 
0.43 ± 0.01 
e 
0.40 ± 0.01 
c 
0.39 ± 0.00 
bc 
0.40 ± 0.01 
c 
0.36 ± 0.00 
ad 
0.34 ± 0.00 
d 
   6 
 
0.34 ± 0.00 
b 
0.39 ± 0.00 
ac 
0.37 ± 0.00 
a 
0.34 ± 0.00 
b 
0.39 ± 0.01 
acd 
0.39 ± 0.00 
acd 
0.43 ± 0.01 
e 
0.41 ± 0.01 
ef 
0.40 ± 0.01 
df 
0.39 ± 0.01 
cdf 
0.36 ± 0.00 
a 
0.31 ± 0.00 
b 
   20 
 
0.38 ± 0.01 
ab 
0.39 ± 0.00 
abc 
0.39 ± 0.00 
bc 
0.35 ± 0.00 
a 
0.39 ± 0.01 
cd 
0.36 ± 0.01 
abc 
0.42 ± 0.01 
e 
0.39 ± 0.01 
de 
0.37 ± 0.00 
d 
0.36 ± 0.00 
d 
0.32 ± 0.01 
ab 
0.32 ± 0.01 
ab 
   37 
 
0.44 ± 0.01 
bc 
0.44 ± 0.00 
bd 
0.41 ± 0.01 
bd 
0.37 ± 0.01 
bc 
0.37 ± 0.02 
bc 
0.39 ± 0.01 
d 
0.37 ± 0.01 
d 
0.33 ± 0.01 
bd 
0.28 ± 0.00 
c 
0.25 ± 0.00 
e 
0.21 ± 0.00 
f 
0.19 ± 0.00 
f 
   50 
 
0.51 ± 0.00 
b 
0.39 ± 0.01 
c 
0.30 ± 0.00 
d 
0.16 ± 0.00 
e 
0.12 ± 0.00 
e 
0.08 ± 0.00 
e 
0.04 ± 0.00 
f 
0.03 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
fg 
- - - 
 
















0.38 ± 0.01 
abcd 
0.41 ± 0.00 
cef 
0.39 ± 0.00 
abcde 
0.36 ± 0.00 
a 
0.38 ± 0.01 
ab 
0.42 ± 0.01 
bcdef 
0.43 ± 0.00 
ef 
0.42 ± 0.01 
f 
0.39 ± 0.00 
abcd 
0.43 ± 0.01 
cdef 
0.38 ± 0.01 
abd 
0.37 ± 0.01 
ab 
   6 
 
0.38 ± 0.01 
a 
0.45 ± 0.01 
b 
0.42 ± 0.00 
b 
0.42 ± 0.00 
b 
0.48 ± 0.01 
c 
0.48 ± 0.00 
cd 
0.54 ± 0.00 
e 
0.54 ± 0.01 
e 
0.51 ± 0.00 
fg 
0.51 ± 0.00 
ef 
0.49 ± 0.00 
dfg 
0.47 ± 0.01 
cdg 
   20 
 
0.47 ± 0.01 
b 
0.51 ± 0.00 
c 
0.55 ± 0.00 
d 
0.54 ± 0.00 
d 
0.63 ± 0.01 
e 
0.63 ± 0.00 
e 
0.76 ± 0.01 
fg 
0.75 ± 0.02 
f 
0.72 ± 0.01 
fh 
0.73 ± 0.01 
g 
0.67 ± 0.00 
i 
0.69 ± 0.01 
hi 
   37 
 
0.73 ± 0.01 
b 
0.84 ± 0.01 
c 
0.90 ± 0.01 
d 
0.93 ± 0.03 
de 
0.97 ± 0.03 
f 
1.08 ± 0.01 
g 
1.10 ± 0.02 
h 
1.00 ± 0.02 
i 
0.86 ± 0.00 
ef 
0.81 ± 0.01 
ef 
0.68 ± 0.00 
c 
0.69 ± 0.01 
c 
   50 
 
1.06 ± 0.01 
b 
0.97 ± 0.01 
c 
0.72 ± 0.00 
d 
0.42 ± 0.00 
e 
0.34 ± 0.00 
e 
0.26 ± 0.01 
e 
0.14 ± 0.00 
f 
0.08 ± 0.00 
g 
0.04 ± 0.00 
g 
- - - 
                




0.06 ± 0.00 
a 
0.06 ± 0.00 
bcd 
0.06 ± 0.00 
bcd 
0.07 ± 0.00 
a 
0.07 ± 0.00 
e 
0.07 ± 0.00 
bce 
0.07 ± 0.00 
be 
0.06 ± 0.00 
bcd 
0.06 ± 0.00 
bcd 
0.06 ± 0.00 
bce 
0.06 ± 0.00 
ad 
0.06 ± 0.00 
acd 
   6 
ab 
0.06 ± 0.00 
abc 
0.06 ± 0.00 
d 
0.06 ± 0.00 
def 
0.06 ± 0.00 
def 
0.06 ± 0.00 
cef 
0.06 ± 0.00 
ef 
0.06 ± 0.00 
de 
0.06 ± 0.00 
de 
0.06 ± 0.00 
def 
0.06 ± 0.00 
def 
0.06 ± 0.00 
acf 
0.06 ± 0.00 
b 
   20 
ab 
0.06 ± 0.00 
c 
0.06 ± 0.00 
c 
0.06 ± 0.00 
ac 
0.05 ± 0.00 
bd 
0.05 ± 0.00 
bde 
0.05 ± 0.00 
def 
0.05 ± 0.00 
bd 
0.05 ± 0.00 
bde 
0.05 ± 0.00 
efg 
0.05 ± 0.00 
fg 
0.04 ± 0.00 
gh 
0.04 ± 0.00 
h 
   37 
 
0.06 ± 0.00 
a 
0.05 ± 0.00 
b 
0.04 ± 0.00 
c 
0.04 ± 0.00 
c 
0.03 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
d 
0.03 ± 0.00 
d 
0.02 ± 0.00 
e 
0.02 ± 0.00 
ef 
0.02 ± 0.00 
f 
0.01 ± 0.00 
g 
0.01 ± 0.00 
g 
   50 
 
0.04 ± 0.00 
b 
0.03 ± 0.00 
c 
0.02 ± 0.00 
d 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
0.00 ± 0.00 
e 
- - - 
1
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